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La douleur est un phénomène touchant tout en chacun, et son traitement relève une importance sociétale 
considérable. La plupart des traitements existants sont associés à de nombreux effets secondaires nocifs. 
Ainsi, cet ouvrage relate le développement, la synthèse et l’évaluation biologique de nouveaux composés 
peptidiques et peptidomimétiques visant sélectivement le récepteur opioïdergique Delta pour le traitement 
de la douleur chronique. Les ligands opioïdes endogènes, dont ces composés sont dérivés, bien 
qu’efficaces, possèdent de mauvais profils pharmacocinétiques. Afin de remédier à ce problème, 
plusieurs modifications ont été effectuées sur le squelette de la Leu-enképhaline. Ce travail est issu d’une 
collaboration entre le laboratoire du professeur Yves Dory pour la partie chimie et le laboratoire du 
professeur Louis Gendron pour la patie pharmacologie. Outre l’amélioration des propriétés 
pharmacocinétiques, l’amélioration de la sélectivité pour le récepteur DOPr et la compréhension des 
mécanismes régissant la reconnaissance moléculaire des ligands DOPr ont été des objectifs explorés lors 
de cette recherche. 
 
Dans un premier temps, une introduction générale portant sur la douleur, les mécanismes la régissant, son 
traitement en clinique, les récepteurs opioïdes, et les pistes de recherches à l’étude, est présentée. 
 
Le premier chapitre porte sur le remplacement des fonctions à chaque extrémité de la chaîne principale 
de la Leu-enképhaline par des fonctions isostères, et l’influence de celles-ci sur les propriétés biologiques. 
 
Le deuxième chapitre s’attache à l’influence de l’introduction de substituants sur le cycle aromatique du 
résidu Phe4 de la Leu-enképhaline. 
 
Le troisième chapitre s’intéresse au remplacement du pont disulfure de peptides cycliques dérivés de la 
Leu-Enképhaline, sélectifs au récepteur DOPr, par un pont triazole. 
 
Finalement, le chapitre 4 explore de nouvelles modifications en position 2 et décrit le développement de 
radiotraceurs peptidiques pour l’étude des mécanismes de la douleur associés à la Leu-enképhaline. 
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Le traitement de la douleur est au cœur des préoccupations de l’être humain depuis des millénaires. En 
effet, différentes sources historiques démontrent l’utilisation de l’opium par différentes sociétés antiques 
(égyptiennes, grecques, sumériennes), pour ses propriétés sédatives et antalgiques.1 Ce n’est seulement 
qu’en 1804 que son principe actif, la morphine est découverte, nommée d’après le dieu des songes de la 
Grèce antique, Morphée, dû à ses effets secondaires de somnolence.2 La morphine sera ensuite 
progressivement intégrée dans les procédures médicales au cours du XIXe siècle, notamment grâce à sa 
forme injectable qui rendit possible son utilisation massive tant à l’hôpital que sur les champs de bataille. 
On verra apparaitre la « maladie du soldat » et la « morphinomanie » après son utilisation massive et 
abusive.3 Prohibée dans la première partie du XX siècle, elle retrouvera un intérêt thérapeutique à partir 
des années 1950, pour soulager les souffrances en fin de vie.4 La structure chimique de la morphine quant 
à elle, ne sera découverte qu’en 1923.5 Bien qu’il soit possible de synthétiser la morphine,6 sa complexité 
structurale fait que l’extraction de l’opium lui est préférée.7 À partir des années 70 et 80, les scientifiques 
commencèrent à mieux comprendre le fonctionnement de la douleur.  
 
Ainsi cet ouvrage porte davantage sur le développement de nouveaux composés antalgiques, plus qu’il 
ne s’intéresse au traitement de la douleur en soi. Toutefois, afin de mieux comprendre le projet, il est 
d’abord essentiel de s’intéresser à ce qu’est la douleur, puis son fonctionnement, les traitements utilisés 
en clinique, et les raisons qui font du récepteur opioïde Delta une cible de choix. La description des 
précédents travaux dans notre laboratoire permettra ensuite de situer le projet dans son contexte. 












I.1 La Douleur 
 
La douleur est un phénomène physiologique partagé par tous et a été défini en 1979 par l’IASP 
(International Association Study of Pain) de la façon suivante: «La douleur est une expérience sensorielle 
et émotionnelle désagréable, liée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en termes d’une 
telle lésion».8 Cette douleur est un phénomène naturel et essentiel à notre survie, afin de prévenir 
l’organisme d’une situation anormale, potentiellement dangereuse voir létale (blessure, maladie, …).9 
 
Étant une expérience subjective, elle est plutôt difficile à évaluer, et il convient de prendre en compte les 
différentes constituantes de cette douleur. Premièrement, l’aspect neurophysiologique, les stimuli 
nociceptifs, et la façon dont le cerveau traite le signal de la douleur, auxquels nous nous attarderons plus 
en détail au cours du manuscrit. Dans un second temps, la composante affective. Ainsi lors de l’évaluation 
de la douleur, les paramètres suivants seront pris en compte: région impliquée, durée, fréquence, 
intensité.10 Pour cela différents protocoles ont été mis au point, dont l’échelle de 1 à 10 qui reste la 
technique la plus utilisée en clinique.11  
 
On peut classer la douleur en deux catégories : aiguë ou chronique. Dans le cas de la douleur aiguë, elle 
tend à diminuer une fois la source de la douleur écartée, et disparaît une fois les lésions tissulaires guéries, 
aidée de traitements analgésiques au besoin.12 Cependant, elle peut durer plus longtemps que la durée 
anticipée (généralement au-delà de trois mois) et devient alors chronique, ayant comme résultat une baisse 
significative de la qualité de vie chez les patients.13 En effet, en plus de la douleur en soi, les individus 
touchés souffrent souvent de dépression, d’anxiété ou de troubles du sommeil.14 Il a été évalué que la 
douleur représente un coût de plus de 600 milliard de dollars annuellement dans le monde, tant en coûts 
médicaux, qu’en baisse de productivité.15 À celà s’ajoute l’aspect sociétal, avec la montée de l’addiction 
aux antidouleurs qui grimpe d’année en année dans les sociétés occidentales, menant à une augmentation 
du taux de mortalité.16 Tous les éléments exposés précédemment montrent qu’il est impératif de trouver 





I.1.1. Physiologie de la Douleur 
 
Le mécanisme de signalisation de la douleur peut être séparé en deux grands axes :  
- la voie ascendante responsable de la transmission du signal nociceptif depuis les tissus périphériques, 
cheminant le long des fibres nerveuses jusqu’aux différentes zones concernées du système nerveux 
central (hypothalamus, cortex cérébral, thalamus). Le signal reçu est alors analysé et traité. 
- La voie descendante est ensuite amorcée afin d’envoyer une réponse comportementale nécessaire, afin 
de contrecarrer le phénomène responsable de la douleur (i.e. retirer sa main d’une plaque chauffante, 
Figure 1).17 Lors de cette étape, différents processus sont également mis en œuvre afin de moduler la 
douleur d’un point de vue physiologique. 
 
Les différents organes de notre corps, tels que la peau, les muscles et les viscères, qui constituent le 
système périphérique sont innervés par de petites fibres sensitives, dont chacune est pourvue de 
terminaisons libres appelées nocicepteurs (Figure 2). À la suite de stimuli chimiques, thermiques ou 
mécaniques, différents récepteurs à leur surface (TRPV1, TRPM8, ASIC, MDEG) sont activés.18 
Plusieurs médiateurs chimiques sont alors relâchés, résultant en l’ouverture des canaux sodiques Nav et 
la fermeture des canaux potassiques Kv, ce qui se traduit par une augmentation de la concentration en 
Figure 1. Réflexe nociceptif.17  Image utilisée en accord de la licence CC BY-NC-ND 3.0 (Paternité-
Pas d’utilisation commerciale-Pas de modifications) 
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sodium et potassium, créant une dépolarisation de la membrane. Cette dépolarisation va par la suite 
engendrer une augmentation du potentiel d’action (excitation) qui va se propager le long des fibres 
nerveuses.   
 
 
Bien que ces nocicepteurs soient polymodaux et puissent être activés par différents stimuli à la fois, leur 
répartition homogène dans la peau, permet une bonne localisation de la douleur. En revanche cette 
distribution est moins conservée dans les autres tissus, ce qui rend plus problématique l’interprétation de 
la douleur. Ces fibres nerveuses responsables du transport du signal nociceptif et qui constituent le 
premier neurone, existent en différentes sous-catégories (Tableau 1) dépendamment de leur diamètre et 
de leur degré de myélinisation (tous deux corrélés et responsables de la vitesse du signal). La plupart des 
fibres démyélinisées (C), à très petit diamètre et à conduction très lente sont associées aux terminaisons 
polymodales et produisent une douleur sourde et diffuse (plutôt de type viscéral), tandis que les fibres 
myélinisées Aδ de petit diamètre et à conduction plus rapide, produisent une douleur plus vive et précise, 
similaire à une piqûre.19  
 
Figure 2. L’activation multimodale des différents récepteurs à la surface des nocicepteurs crée une 
dépolarisation membranaire (augmentation de Na+ et K+) et induit l’excitation du neurone afférent. 
(ASIC: Acid-Sensing Ion Channel ; TRP : Transient Receptor Potential ; MDEG : Mammalian 
degenerin ; P2X: Purinoceptor; ATP: Adenosine TriPhosphate) 
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Tableau 1. Propriétés des différentes classes de fibres nerveuses 
 
Type de Fibre Aα Aβ Aδ C 
Diamètre (µm) 13-20 6-12 1-5 0,2-1,5 












Leurs corps cellulaires se trouvent dans les ganglions rachidiens, et la plupart d’entre elles pénètrent dans 
la moelle épinière par la racine postérieure et se distribuent de façon très précise à plusieurs niveaux en 
fonction de leurs catégories (Figure 3).20 Les fibres de gros calibres (Aα,β) pénètrent plus profondément 
dans la moelle épinière et vont communiquer au passage avec des axones « collatéraux », permettant la 
connexion avec les neurones moteurs responsables du réflexe de retrait. 
 
Figure 3. Les fibres nerveuses pénètrent plus ou moins profondément dans la 
moelle épinière, dépendamment de leurs catégories. Elles communiquent 
ensuite avec le second neurone via leurs deux synapses afin de prolonger la 
diffusion du signal électrique. Image utilisée en accord de la licence Copyleft 
associée au contenu du site « Lecerveau à tous les niveaux »,20 permettant la 
reproduction et la modification pour utilisation non commerciale. 
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Les différentes fibres communiquent alors avec le deuxième neurone via leurs synapses. Cette connexion 
synaptique s’établit par l’intermédiaire de neurotransmetteurs (Figure 4). Le premier groupe de 
neurotransmetteur dit « classique » comprend la sérotonine, l’aspartate, tandis que le deuxième groupe 
comprenant les neuropeptides, possède une vingtaine de peptides.21,22 Le rôle respectif de chacun de ces 
transmetteurs dans la transmission de la douleur est encore largement à déterminer, toutefois la substance 
P, un peptide de 11 acides aminés, et le glutamate semblent être les substances les plus impliquées dans 
la transmission de la douleur chronique et aiguë respectivement.23  
 
 
Une fois cette connexion établie, le signal électrique remonte jusqu’aux centres supérieurs du système 
nerveux central (hypothalamus, cortex sensitif).19 Le cerveau intègre alors le message de douleur, et 
envoie la réponse adéquate via la voie descendante. Cette réponse est divisée en deux parties : d’une part 
l’envoi d’une réponse via les interneurones de la moelle épinière communiquant avec les muscles afin de 
s’éloigner de la source nociceptive; dans un second temps, modulation de la douleur par production dans 
la substance périaqueducale de peptides endogènes opioïdes (enképhalines, dynorphines, endomorphine) 
ou de sérotonine, qui vont repotentialiser le signal électrique de la douleur (Schéma 1). Ils agissent 
également sur le neurone afférent, en empêchant la production des neuropeptides nociceptifs responsables 
de l’excitation du neurone transmetteur.24  













Figure 4. La libération de neurotransmetteurs suite à l’excitation du neurone afférent, permet d’établir 
la communication avec la deuxième synapse du neurone efférent, afin de communiquer le signal 
électrique vers le cerveau. 
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I.1.2. La douleur inflammatoire et neuropathique 
 
Le paragraphe précédent décrit le fonctionnement normal de la douleur, toutefois ces mécanismes peuvent 
se trouver déréglés, et la douleur devient alors neuropathique. La douleur neuropathique est une condition 
thérapeutique handicapante (diminution de la qualité de vie), touchant plusieurs millions de personnes 
dans le monde.25 Elle se manifeste par une réponse anormale du système nerveux au signal de douleur. 
Elle survient en général après une blessure, une lésion nerveuse périphérique, un trouble neurologique 
(ischémie), à la prise de médicaments, ou peut être liée à une maladie chronique (cancer, HIV, diabète 
…).262728 Elle se présente sous différentes formes telles que l’hyperalgésie (réponse exagérée au signaux 
nociceptifs), l’allodynie (réponse anormale à des stimuli non nociceptifs, i.e. chaleur, froid, toucher), une 
douleur sourde et des troubles du sommeil.29 Les traitements analgésiques classiques répondent peu à ce 
type de douleur.30 Les mécanismes régissant cette pathologie sont encore mal compris, mais seraient en 
partie dus à une surexpression neuronale, créant des « courts circuits » dans le système messager de la 
douleur, et par conséquence le recrutement de fibres nerveuses normalement non associées à la douleur, 
menant à ces signaux anormaux (allodynie). 
 
Cette surexcitation neuronale est le résultat des phénomènes de sensibilisation périphérique et 
centrale.24,31 Au niveau périphérique, lors d’une lésion ou d’une condition pathologique, divers facteurs 
endogènes sont libérés par les cellules immunitaires. Ceux-ci vont alors s’accumuler et induire une 
activation excessive des récepteurs à la surface des fibres nerveuses, en diminuant leur seuil d’activation. 
L’ensemble de ces modulateurs est communément appelé « soupe inflammatoire » et rassemble des 
Schéma 1. 
 8 
neuropeptides (bradykinine), les neurotrophines (facteur de croissance nerveuse NGF), les cytokines 
(interleukines, facteur de croissance tumorale TNF), les eicosanoïdes (prostaglandines, leukotriènes), et 
les chimiokines (CXCR4). La présence de ces molécules a pour conséquence d’activer leurs récepteurs 
respectifs présents à la surface de la plupart des nocicepteurs, qui à leur tour vont activer plusieurs kinases 
(PKC, PKA, MAPK). Ces kinases vont ensuite augmenter l’expression et la transduction des récepteurs 
de la douleur (TRPs, ASICs), ainsi que la conduction des canaux tensiodépendants Nav et créer le 
phénomène d’hyperexcitabilité.19  
 
Au niveau central, une exposition prolongée ou intense à un signal douloureux provoque une libération 
accrue des neuropeptides (substance P, PGCR) et de glutamate. En plus de recruter le récepteur de la N-
méthyl-D-aspartate (NMDA), la régulation de plusieurs gènes (NK1, COX-2, TrkB) est exacerbée et va 
également augmenter le niveau d’expression des protéines déjà présentes à la surface membranaire.32,33  
Figure 5. La « soupe inflammatoire », active plusieurs récepteurs transmembranaires à la surface du 
nerf périphérique. Les messagers intracellulaires relâchés induisent une diminution du seuil d’activation 




Ainsi, l’ensemble des mécanismes décrits permettent d’expliquer en partie les origines de la douleur 
neuropathique. Cependant, la présence de plusieurs acteurs à différents niveaux du système nerveux 
central (SNC), ainsi que l’existence de mécanismes de sauvegarde, rendent le traitement de telles douleurs 
problématique.34  
 
I.1.3. Traitements de la douleur en clinique 
 
Comme mentionné en début d’introduction, le traitement de la douleur est une des plus grandes 
préoccupations de l’humain. Lorsqu’il s’agit de décider du traitement, il convient d’évaluer avant tout 
l’intensité de la douleur. En effet, les différents médicaments à la disposition du praticien sont classés en 



















Figure 6. La sensibilisation périphérique engendre une augmentation de neuropeptides relâchés à 
l’interneurone. La concentration élevée de Ca2+ due à l’activation du récepteur NMDA, outre une 
augmentation de la dépolarisation, provoque une altération de l’expression des récepteurs à la surface 
du neurone afférent et une augmentation du signal douloureux. 
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Tableau 2. Traitements antalgiques en fonction du niveau de douleur 
 
Palier 1 : 0-3/10 
Douleur légère 
Palier 2 : 4-6/10 
Douleur modérée 














Pour la douleur légère, la pharmacopée repose essentiellement sur les composés Anti-Inflammatoires Non 
Stéroïdiens (AINS) (Figure 7). Leur caractère non narcotique présente l’avantage de ne pas créer de 
dépendance, de troubles de la conscience ou de dépression respiratoire. C’est la classe de molécules 
antalgiques la plus utilisée dans le monde, et ils sont pour la plupart disponibles en vente libre.36 Ils sont 
indiqués pour le soulagement de la douleur articulaire de type traumatique (entorse, fracture) ou 
chronique (arthrose), douleur post opératoire, maux de têtes.37,38,39 En dehors d’une prise excessive ou 
chronique, ils présentent peu d’effets secondaires. En conséquence, la fenêtre thérapeutique (Différence 
entre la dose menant à des effets secondaires et la dose efficace) de ces composés est très favorable.36,38 
Le mode d’action de cette classe de molécules repose sur l’inhibition des isoformes d’enzymes de type 
cyclooxygénases (COX1 et COX2) impliquées dans la production de prostaglandines (responsables de la 
sensibilisation périphérique) à plusieurs niveaux dans l’organisme.39,40  
 
Historiquement, l’écorce de saule était consommée afin de traiter la douleur et la fièvre. L’isolement de 
son principe actif la salicyline au début du XIXe siècle,41 puis la découverte de son dérivé l’acide 
acétylsalicylique (Aspirine) par Bayer en 1899, ont propulsé cette famille de composés, et en font 
aujourd’hui le médicament le plus consommé dans le monde.36 Disponible en vente libre, il est utilisé 
principalement pour le traitement de la douleur,42 de la fièvre,43 ainsi que la prévention de thrombose à 
petite dose par son action antiagrégant plaquettaire.39 À la différence des autres AINS, l’aspirine inhibe 
de façon irréversible par acétylisation les enzymes COX et son effet peut persister jusqu’à 15 jours.44 Son 
usage porte tout de même à caution. En effet, son usage abusif peut entraîner des troubles gastriques 
sévères (ulcères), ou des allergies.45 Elle est bien entendu, contre-indiquée pour les personnes hémophiles 
(hémorragie) ainsi que chez l’enfant de moins de 16 ans, pour qui un risque d’encéphalopathie (syndrome 
de Reye) est plus élevé suite à une maladie virale (grippe, varicelle).46  
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On lui préfère aujourd’hui l’acétaminophène (ou paracétamol) dû à son action plus ciblée, surtout pour 
la dernière classe de patients mentionnée.47 Contrairement à l’aspirine ou aux autres AINS, le paracétamol 
ne possède pas d’action anti-inflammatoire et semble passer par un mode d’action différent, encore très 
mal compris à l’heure actuelle.48,49,50,51 Il présente beaucoup moins d’effets secondaires (notamment au 
niveau gastrique) et d’interactions médicamenteuses (il peut d’ailleurs être utilisé en combinaison 
d’autres molécules analgésiques).52 Toutefois, un usage excessif aigu ou à long terme peut engendrer de 
graves déficiences hépatiques, par accumulation d’un de ses métabolites hautement toxiques dans le foie 
(N-acétyle p-benzoquinone).53 C’est d’ailleurs la raison pour laquelle son usage est déconseillé chez les 
personnes souffrant de maladies hépatiques.54,55,56   
 
Un autre AINS couramment utilisé est l’ibuprofène (Advil, Nurofen), présentant le même profil 
thérapeutique que l’aspirine, mais avec une propension aux effets nocifs moindres comparé à cette 
dernière.57 À l’instar des autres AINS, l’ibuprofène est susceptible de créer des maux d’estomac, des 
irruptions cutanées et parfois une photosensibilisation.58,59  
 
La plupart des AINS utilisés en clinique inhibent indifféremment COX-1 et COX-2. Cependant, les effets 
thérapeutiques sont associés en grande partie à l’inhibition de COX-2, tandis que celle de COX-1 serait 
responsable des effets délétères.39 Le développement de molécules sélectives à COX-2 apparut 
prometteur et a mené à la découverte du rofécoxib (Vioxx) et du célécoxib (Celebrex), en 1999.60 
Malheureusement, il est vite apparu que ces composés COX-2 sélectifs engendraient un plus haut risque 
de maladies cardiovasculaires,61 ce qui a provoqué le retrait du marché du rofécoxib en 2004 et à une 
limitation de l’usage des autres analogues sélectifs aux patients présentant un haut risque de troubles 
gastriques ou hépatiques.39,62 
 
 
Figure 7. Structure chimique de plusieurs Anti-inflammatoires Non-




Dans le cas de douleurs plus fortes, les AINS sont bien souvent inefficaces, il faut alors se tourner vers 
les opioïdes et autres dérivés morphiniques (Figure 9). Bien que très efficaces, ils ont l’inconvénient de 
créer une forte tolérance et dépendance physique qui se développent rapidement. Le sevrage est d’autant 
plus compliqué qu’il s’accompagne de symptômes physiques tels que des nausées, tremblements, fièvre 
et hypertension. Parmi les effets secondaires, on recense l’euphorie (d’où l’usage récréatif), constipation 
et détresse respiratoire pouvant conduire jusqu’à la mort.63 De façon similaire aux endopeptides relâchés 
lors de la voie descendante, ils agissent au niveau central, en inhibant les canaux ioniques responsables 
du signal de la douleur. Au niveau pré-synaptique, ils inhibent également la formation de neuropeptides 
(substance P), impliqués dans la transmission du signal entre les neurones.24 Leur large distribution à 
travers l’organisme est entre autre responsable des nombreux effets secondaires associés à ceux-ci. 
 
 De l’antiquité jusqu’au XIX siècle, la douleur de forte intensité était traitée par des extraits de jus de 
pavot.64 La découverte de son principe actif la morphine en 1804, a rapidement propagé son usage contre 
la douleur par voie intraveineuse. Outre son activité analgésique, elle était également utilisée pour lutter 
contre plusieurs troubles psychiatriques (alcoolisme, hystérie, trouble bipolaire) au début du XX siècle. 
Cet usage a toutefois été rapidement abandonné, au vu de son haut profil narcotique. Elle est encore 
largement utilisée pour les douleurs chroniques ou dans le cadre des soins de fin de vie (cancer par 
exemple), où elle est administrée par une pompe permettant l’auto administration du patient.65 Cette voie 
d’administration permet d’améliorer le confort de l’individu, tout en contrôlant le dosage et éviter les 
surdoses. 
 
Figure 8. Structure chimiques d’agonistes 
sélectifs de COX-2. 
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La codéine, découverte peu de temps après la morphine en 1832, est un agoniste partiel des récepteurs 
opioïdes (1/10 de la puissance de la morphine). Elle ne diverge de la structure de la morphine que par un 
méthoxy en position 3. Cette modification a pour effet de diminuer grandement son potentiel analgésique, 
mais aussi son action centrale et les effets néfastes normalement reliés à la morphine.24 De plus, elle 
bloque le cytochrome CYP2D6 responsable de sa métabolisation en morphine, et limite ainsi les effets 
de tolérance sur un traitement à long terme. Administrée par voie orale, elle est utilisée pour les douleurs 
modérées ou sévères de type arthritique seule ou en combinaison avec des AINS (acétaminophène ou 
aspirine). Utilisée également contre la toux sèche, on lui préfère aujourd’hui la dextrométhorphane, 
dépourvue d’action sur les récepteurs opioïdergiques, malgré sa structure similaire à celle de la 
morphine.66 
 
Un autre alcaloïde utilisé est la diacétylmorphine (héroïne). Similaire à la morphine d’un point de vue 
analgésique, la présence des deux groupements acétyles supplémentaires, engendre une augmentation de 
la lipophilicité et donc une absorption dans le cerveau (où elle est convertie en ses métabolites actifs), 
beaucoup plus rapide.67 Il en résulte un aspect narcotique bien plus fort. Bien qu’utilisée en clinique dans 
le cadre de substitution à d’autres opioïdes, elle est principalement utilisée illégalement en usage 
récréatif.68 Étant rapidement métabolisée en morphine lors du premier passage hépatique par voie orale, 
l’héroïne est administrée principalement par voie intraveineuse afin d’obtenir son plein potentiel.69  
 
L’élucidation de la structure chimique de la morphine en 1923, a permis l’élaboration de nouveaux 
dérivés morphiniques possédant le même squelette (Oxycodone) et d’étendre la gamme de molécules à 
la disposition des praticiens. Cela a eu aussi pour résultat la simplification de son squelette (Fentanyl, 
Tramadol). Très peu administrée en Europe, l’oxycodone est régulièrement prescrit chez l’adulte en 
Amérique du nord, pour le traitement de douleur post-opératoire.70 Bien que tout aussi narcotique, elle 
produit moins de détresse respiratoire que la morphine. Concernant le fentanyl, il possède une puissance 
100 plus élevée que la morphine mais a un temps d’action plus court.71 Outre un usage thérapeutique chez 
l’humain, il est aussi utilisé chez les animaux au regard de son fort pouvoir analgésique. Cette puissance 
décuplée est responsable de la récente aggravation de la crise des opioïdes en Amérique du Nord, associée 
à de nombreuses morts dans un très court laps de temps.72,73,74 En effet lors d’usage récréatif, l’héroïne 
est parfois remplacée partiellement ou totalement par du fentanyl à l’insu de l’usager, amenant à une mort 
rapide par overdose. Pour ce qui est du Tramadol, il possède une puissance légèrement supérieure à la 
codéine et appartient aux molécules de pallier 2 tout comme cette dernière. Il n’est en général employé 
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qu’en dernier recours après l’échec des AINS. Il entraine une légère dépendance, ce qui rend sa 
prescription plus sensible, comparé aux autres antalgiques de niveaux 2.62 
 
Les mises sur le marché de la Naloxone et de la Naltrexone en 1971 et 1984, ont permis respectivement 
une meilleure prise en charge des abus aux opioïdes et un meilleur accompagnement lors du sevrage.24 
La présence d’un groupement plus encombrant sur l’azote, leurs confèrent une activité antagoniste aux 
récepteurs opioïdes et permet ainsi d’annuler les effets de ces derniers. La Naloxone est présentement 
utilisée comme antidote en cas de surdose,75 et est parfois co-administrée avec d’autres opioïdes afin de 
prévenir la dépendance.76 La Naltrexone est quant à elle plutôt employée pour accompagner les patients 
lors de sevrage aux opioïdes ou à l’alcool.77,78 Elle possède une durée d’action bien plus longue que la 
Naloxone (10 h environ). Elles présentent toutes deux très peu d’effets secondaires et sont inscrites sur la 
liste des médicamentations essentielles de l’organisation mondiale de la santé (OMS). 
 
 
Ainsi, le traitement de la douleur par les opioïdes est très délicat. Leurs bénéfices thérapeutiques doivent 
être balancés avec leurs nombreux effets néfastes, et le jugement du médecin est primordial. Une des 
solutions à cette problématique, consiste à effectuer une rotation de différents opioïdes afin de diminuer 
Figure 9. Structure chimique de plusieurs opiacés utilisés en clinique. 
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l’accoutumance au traitement et donc le recours à l’utilisation de doses plus élevées.79 Cependant la marge 
de manœuvre reste très mince. 
 
Dans le cas de douleurs chroniques de type neuropathique, les opiacés donnent souvent des résultats 
décevants. Il est alors fréquent d’avoir recourt à des antidépressifs tricycliques (amitriptyline), des 
anticonvulsifs (carbamazépine, gabapentine) ou des agents anesthésiants (kétamine) (Figure 10).80 Les 
antidépresseurs agissent en empêchant l’assimilation de la noradrénaline, tandis que les anticonvulsifs 
bloquent l’activation des canaux tensiodépendants au sodium et calcium surexprimés lors de douleur 
neuropathique. La kétamine, quant à elle, antagonise les récepteurs NMDA, mais a le désavantage d’être 




Ainsi, malgré l’arsenal conséquent de molécules à la disposition des médecins, il est à l’heure actuelle 
difficile de soulager plus de 50 % de la douleur chez plus de la moitié des patients, rendant nécessaire la 








Figure 10. Structure chimiques d’autres classes de composés utilisés pour le 
traitement de la douleur neuropathique 
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I.1.4 État de la recherche fondamentale dans le traitement de la douleur. 
 
Afin de remédier à cette problématique, un effort conséquent a été réalisé au cours des vingt dernières 
années, pour trouver de nouvelles pistes de traitements plus efficaces.81 Outre la cible classique des 
récepteurs opioïdes, les chercheurs se sont intéressés aux autres récepteurs impliqués dans le processus 
de la douleur (Figure 11): Les récepteurs GABAergiques, l’inhibition de la substance P, les récepteurs à 
potentiels transitoires (TRPV1),82 les récepteurs de la tyrosine kinase (TrK),83,84 les canaux 
tensiodépendants (Ca2+, K+, Na+),85,86,87 les récepteurs ionotropes (NMDA),88 les récepteurs 
métabotropiques (mGlu1).89 Leurs rôles ainsi que leurs modes d’actions respectifs ont été décrits en détail 
précédemment (paragraphe I.1.2.). En dépit de résultats précliniques prometteurs, peu de molécules ont 
réussi à passer les différentes phases d’études cliniques.24 De grands espoirs avaient été portés sur les 
récepteurs TRPV1, qui se sont avérés produire de l’hyperthermie, causée par la désensibilisation de ces 
derniers par l’influx cationique prolongé.24 Des études sont encore en cours pour les autres catégories de 
cette famille de récepteurs.90 Les agonistes des canaux tensiodépendants quant à eux ont démontré une 
efficacité limitée.24 Ils sont cependant encore à l’étude,91 en particulier pour les composés sélectifs à 
Nav1.7, sous-catégorie surexprimée dans les pathologies chroniques douloureuses.92,93 Hormis la 
kétamine, les autres antagonistes du récepteur NDMA développés n’ont pas démontré d’analgésie chez 
l’humain, malgré des données encourageantes dans les modèles animaux.24,94  
Figure 11. Exemples de molécules pour les cibles alternatives de la douleur. 
 17 
Récemment, deux pistes de recherche ont émergé avec un fort potentiel thérapeutique (Figure 12). La 
première concerne le développement d’antagonistes du récepteur Sigma 1 (σ1R).95 Ce récepteur chaperon 
situé dans le réticulum endoplasmique et la membrane plasmatique est activé en condition de stress et 
interagit avec plusieurs neurotransmetteurs pour moduler leurs actions. Son rôle lors de la sensibilisation 
centrale a été démontré.96 Une série de composés a été mise au point au cours de l’année 2017 et démontre 
une forte efficacité thérapeutique, ainsi qu’une très bonne spécificité pour ce récepteur.97 Leur 
combinaison avec les traitements aux opioïdes semble également potentialiser leur action sans en 
augmenter les effets secondaires.98  
 
Une deuxième piste prometteuse est celle des cannabinoïdes.99 Cette famille de molécules extraites du 
cannabis, en se liant sur ces deux récepteurs CB1 et CB2 semble inhiber la fixation de la glycine impliquée 
dans la modulation de la douleur. L’inhibition de ces récepteurs pourrait donc avoir une activité 
analgésique. Cette approche est toutefois limitée par leur effet psychotrope, induit en grande partie par 
CB1 densément exprimé dans le cerveau.100 Au contraire, CB2 exprimé surtout au niveau périphérique et 
légèrement au niveau central (dans les cas de douleur pathologique) est dénué de cet effet indésirable.  
Ainsi, le développement d’antagonistes CB2 sélectifs pourrait avoir un grand intérêt pour le traitement de 
douleur chronique.101 Le Canada a d’ailleurs été le premier pays à approuver l’usage du Sativex 
(cannabidiol/dronabinol, équivalent synthétique du THC) pour le traitement de la douleur neuropathique 
chez les individus atteints de sclérose en plaques.102 De la même façon que pour les récepteurs sigma, ces 
composés démontrent une synergie avec les opioïdes.100 La recherche dans ce domaine est cependant 
encore très limitée par les législations strictes dans de nombreux pays ainsi qu’aux mœurs.103  
Figure 12. Structure chimiques de molécules ciblant les récepteurs sigma 1 (σ1R) et d’antagoniste des 
récepteurs cannabinoïdes (CB2). 
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Ainsi, malgré toutes ces pistes de recherches innovantes, les récepteurs opioïdes restent encore à ce jour 
la cible de référence pour le traitement de la douleur. Nous allons étudier plus en profondeur la 
pharmacologie de ceux-ci dans le prochain paragraphe. 
 
I.2 Les récepteurs opioïdes 
 
Afin de mieux comprendre les mécanismes de la douleur, de nombreux efforts de recherche ont été 
effectués à partir de 1950.24 La découverte de molécules ayant une action antagoniste (Naloxone) sur les 
récepteurs opioïdes et l’essor des techniques de radiomarquage, ont rapidement amené à la découverte 
des récepteurs opioïdes au début des années 1970.104,105 Leurs ligands endogènes appelés endorphines, 
seront découverts quelques années plus tard (Figures 13, 14 et 15).106,107 Ils possèdent tous une tyrosine 
en position N-terminale, similaire au motif tryptamine présent dans la structure de la morphine. Ce sont 
des neurotransmetteurs appartenant à la grande famille des Récepteurs Couplés au Protéines G (RCPG). 
Leur large distribution dans les différentes composantes du système nerveux central (cerveau, moelle 
épinière), ainsi que dans le système digestif ou cardiaque explique leur grande efficacité pour le traitement 
de la douleur, mais aussi leurs nombreux effets secondaires (paragraphe I.2.2) ou leur traitement dérivé 
(antitussif, antidiarrhéique).108 Ces récepteurs sont principalement divisés en trois sous types, et ont pour 
point commun de se lier à la Naloxone.109 De par leur nature, ils ont une forte tendance à former des 
homodimères ou hétérodimères entre eux ou avec d’autres récepteurs. Cet aspect explique le succès relatif 
des traitements hybrides avec les opioïdes lors du traitement de la douleur. 
 
Le récepteur opioïde Mu (abrégé µ ou MOPr), découvert en 1973 par Pert et al, fut nommé ainsi car il fut 
le premier récepteur à lier la morphine.105 Il est encodé par le gène OPRM1. Il est à l’heure actuelle le 
récepteur visé par la plupart des molécules opiacés sur le marché.24 En effet, il a été établi que la plupart 
des propriétés pharmacologiques de la morphine sont attribuables à ce récepteur.24 Son ligand endogène 
est la β-endorphine (H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-
Lys-Asn-Ala-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu-OH). Les endomorphines 1 et 2 (Figure 13), 
tétrapeptides sélectif à MOPr, bien que retrouvés dans plusieurs organes du corps ne peuvent être 
catégorisés comme ligand endogènes.110 En effet leur proprotéine n’ayant toujours pas été formellement 





Le récepteur opioïde Delta (abrégé δ ou DOPr) nommé au vu de son activation du vas deferens.  Il est 
encodé par le gène OPRD.111 Sa population varie en fonction des espèces. Il a pour ligands endogènes les 
enképhalines (Figure 14), pentapeptides dont la structure ne diffère que sur le cinquième résidu 
(Méthionine ou Leucine).106  
 
 
Le récepteur opioïde Kappa (κ ou KOPr), nommé ainsi car il lie la Kétazocine. Il est encodé par le gène 
OPRK1. La Dynorphine est son ligand naturel (Figure 15). Certaines molécules utilisées en cliniques 
pour le traitement de la douleur sont des agonistes de ce récepteur. Cependant ses effets psychotropes 
limitent leurs utilisations.112  
Figure 13. Structure chimique des endomorphines 1 et 2, ligands sélectifs du récepteur MOPr 




Plus tard, un quatrième sous type de récepteur a été découvert : le récepteur opioïde Nociceptine 
(NOR).113 Codé par le gène OPRL1, il lie la Nociceptine (Figure 16).114 Malgré sa forte similitude aux 
trois autres récepteurs (< 60 %), son appartenance à la famille des opioïdes fait encore débat, du fait qu’il 
ne se lie pas à la Naloxone. De ce fait il ne sera pas discuté plus en détail dans cet ouvrage. 
 
Figure 15. Structure de la Dynorphine, ligand endogène du récepteur KOPr 




Les récepteurs opioïdes appartiennent à la grande famille des Récepteurs Couplés aux Protéines G 
(RCPG). Le nombre de récepteurs appartenant à cette famille est estimé entre 600 et 2000, et est 
actuellement la cible de 30 à 50 % des médicaments disponibles sur le marché.115 En effet, ce type de 
récepteurs est responsable de la transduction d’un signal extracellulaire (sous la forme d’un ligand), en 
un signal intracellulaire (pouvant prendre différentes voies de signalisation et menant à différents 
ligands). Les travaux de Robert Lefkowitz et Brian Kobilka, récompensés par le prix Nobel de chimie 
2012, ainsi que les premières structures cristallographiques parues dans les années 2000, ont joué un rôle 
crucial dans la compréhension de la structure et des mécanismes d’action de ces récepteurs.116,117  
 
Figure 17.  Représentation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). (a) Composantes d’un 
RCPG. (b) Différentes familles de RCPG. Les zones jaunes représentent les sites de liaisons du ligand.  
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Ils partagent tous en grande partie les mêmes constituants structurels (Figure 17a) : 7 hélices 
transmembranaires (notées TM1 à TM7), reliées par 3 boucles intracellulaires (I1, I2, I3) et trois boucles 
extracellulaires (E1, E2, E3).118 L’extrémité N-terminale se situe à l’extérieur de la cellule, tandis que la 
partie C-terminale se trouve à l’intérieur. Chez la plupart d’entre eux, un pont disulfure relie les boucles 
E1 et E2. Ils sont classés selon 5 familles (1a, 1b, 1c, 2, et 3), en fonction de leur analogie de structure 
primaire et de leur site d’interactions avec leurs agonistes (Figure 17b).119,120 La famille 1a, à laquelle 
appartiennent les récepteurs opioïdes, lie de petites molécules dans son site actif situé entre les hélices au 
sein de la membrane. Cette thèse traitant uniquement de ligands aux récepteurs opioïdes, les autres 
familles ne seront pas décrites plus en détail. Il est toutefois intéressant de noter que les récepteurs GABA 
et glutamates, énoncés brièvement plus tôt, appartiennent à la famille 3, dont les ligands interagissent 
seulement sur l’extrémité N-terminale. 
 
La liaison d’un agoniste sur le récepteur engendre une légère modification de la disposition des hélices 
transmembranaires, suffisante pour provoquer les interactions du RCPG avec ses protéines G 
hétérotrimériques (α, βγ) en position C-terminale. La sous-unité α existe en tant que monomère, alors 
que β et γ forment un dimère considéré comme indissociable. Ces sous-unités α, β, ou γ, ont une grande 
diversité et sont les intermédiaires de la transduction du signal. Ces protéines G, selon la similarité 
structurelle de leur sous-unité α sont classées en plusieurs familles : Gs, Gi, Gq et G12. Gs stimule 
l’adénylate cyclase responsable de la production d’AMPc (second messager cellulaire associé à Gs et Gi), 
tandis que Gi l’inhibe. Gq quant à elle, est impliquée dans la stimulation de la phospholipase Cβ,118 qui 
va hydrolyser le PIP2 en DAG et IP3. Le DAG va alors activer la PKC, alors que l’IP3 va se lier sur son 
récepteur au niveau du réticulum pour provoquer la relâche calcique (second messager cellulaire associé 
à Gq). G12 pour sa part, en se liant avec les protéines RhoGEF, vont stimuler leur activité GEF (guanine 
exchange factor) et contribuer à l’activation des voies de signalisations liées aux RhoGTPases. Ces 
dernières sont impliquées dans le remodelage du cytosquelette, les jonctions cellulaires et autres 
processus relatifs au mouvement cellulaire. Tous les processus mentionnés précédemment sont des 
signalisations protéines-G dépendantes, à l’inverse des signalisations indépendantes à ces protéines G, 
telle que le recrutement de la β-arrestine (sur laquelle nous reviendrons plus tard).  
 
Lors de l’activation du récepteur, le guanosine diphosphate (GDP) normalement fixé à la sous-unité α, 
va perdre son affinité avec celui-ci et être remplacé par une molécule de guanosine triphosphate (GTP) 
présente dans le cytosol (Figure 18). Il en résulte la dissociation de α et βγ, qui vont alors se fixer sur des 
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enzymes (adénylate cyclase) ou des canaux ioniques (Nav, Kv, …). De par sa nature, la sous-unité α 
hydrolyse rapidement le GTP, pour la reconvertir en GDP. Perdant de ce fait son affinité pour l’effecteur, 
elle se réassocie alors avec βγ pour reformer le trimère. 
 
 
Longtemps limitée à des modèles adaptés des premier cristaux de RCPG de la même famille disponibles, 
l’étude des récepteurs opioïdes a été révolutionnée par la divulgation de la structure cristallographique de 
MOPr (4DKL) en 2012,120 suivi de peu par DOPr (4EJ4 et 4N6H)121,122 et KOPr (4DJH).123 Ces structures 
ont toutefois le désavantage d’être les structures inactives liées à leur antagoniste (respectivement β-FNA, 
Naltrindole et JDTic). En effet l’activation des RCPG étant un processus dynamique très rapide, il est 
compliqué de pouvoir cristalliser ces protéines dans leur état actif (contrairement à l’état inactif bien plus 
stable énergétiquement).124,125  Il a toutefois été possible en 2015, grâce aux progrès dans les techniques 
de cristallisation, de cristalliser MOPr lié à l’agoniste BU72 (5C1M).126  
 
La structure tertiaire de ces trois récepteurs est somme toute assez similaire du fait de leur haut degré 
d’homologie dans leur séquences (76 % entre MOPr et DOPr, 73 % entre DOPr et KOPr, 76 % entre 
MOPr et KOPr).113 En regardant de plus près (Figure 19), on constate que le repliement de la partie 
intracellulaire des récepteurs est hautement conservé, alors que la plupart des différences observées sont 
Figure 18. Cycle d’activation des protéines G trimériques (composées de leurs sous-unités α, β, γ) 
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dans la partie « haute » du récepteur à l’extérieur de la membrane, et ce malgré des différences de résidus 
comme dans le cas de la boucle E2.  
 
Cela nous amène à discuter d’un paradigme primordial pour la suite du projet : le concept « message-
adresse » (Figure 20a).127 Le site actif de ces récepteurs peut être schématisée comme un calice dont la 
Figure 20: Superposition des structures aux rayons X des récepteur opioides: MOPr (vert) 
Figure 19. Superposition des structures rayons X des récepteurs opioïdes MOPr (4DKL, en vert), 
DOPr (4N6H, en orange) et KOPr (4DJH, en violet). Par souci de clarté, seul le Naltrindole est 
représenté (en CPK) dans la cavité. 
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partie basse hautement conservée d’un sous-type à l’autre, produirait l’activation biologique (message),128 
tandis que la partie haute, où se situe la plupart des différences serait responsable de la préférence d’un 
ligand pour MOPr, DOPr ou KOPr (adresse).129 Cette réponse biologique consécutive à la liaison d’un 
ligand, s’opère par des réarrangements conformationnels qui se propagent le long du squelette du RCPG, 
depuis le site de liaison du ligand jusqu’au site de liaison des protéines effectrices que sont les protéines 
G et les β-arrestines. La plupart des ligands peptidiques (Figure 20b) des récepteurs opioïdes possèdent 
une tyrosine dans leur séquence en position N-terminale, similaire au noyau tyramine (en gras, Figure 
20a et 20b) des morphinates et interagissent avec les résidus de la partie message de façon analogue. En 
revanche leur séquence diverge en C-terminal, ce qui explique leur sélectivité pour les différents 
récepteurs. Les deux glycines en positions 2 et 3, quant à elles agissent comme « espaceur » entre la partie 
adresse et message, afin de replier les peptides dans leur conformation active. 
 
 
Au niveau de la partie message, le diagramme de liaison entre les ligands et les récepteurs est bien 
compris. Les ligands interagissent avec le récepteur par le noyau tyramine où l’amine forme une liaison 
hydrogène avec le carboxylate de l’acide aspartique3.32 (notation Ballesteros-Weinstein : deux nombres 
N1 et N2 sont assignés aux résidus situés dans le domaine transmembranaire, où N1 représente TM et N2 
le nombre relatif du résidu par rapport au résidu le plus conservé),130 tandis que le noyau phénolique 
forme un pont salin avec l’histidine6.52 via deux molécules d’eau. La mutation de ces résidus par des 
acides aminés électroniquement neutres a d’ailleurs résulté en une perte totale de l’activité, démontrant 
leur rôle essentiel.131 Aussi, on constate que la plupart des antagonistes possèdent tous un groupement 
encombrant en N-terminal (CH2-isopropyle ou propargyle), démontrant ainsi que les substituants sur cette 
Figure 20. Concept « Message-Adresse ». (a) Schéma dans les récepteurs opioïdes ; (b) Concept 
appliqué à la Leu-Enképhaline, ligand endogène du récepteur DOPr. 
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position ne doivent pas être trop gros si l’on souhaite conserver l’activité. Cette observation s’applique 
aussi aux peptides endogènes seulement si l’ammonium terminal est disubstitué par ces groupements 
encombrants.132 D’autres résidus conservés sont également parfois impliqués dans la partie message du 
récepteur tel que Met3.36, Tyr7.43, Trp6.48, et Tyr3.33. Un aperçu des interactions essentielles est décrit dans 
la Figure 21. Les séquences étant conservées pour tous les récepteurs, seul la structure de DOPr liée à 
l’antagoniste Naltrindole est représentée, par souci de clarté. 
 
Dans la partie supérieure du récepteur, l’identification des interactions responsables de la sélectivité est 
plus ardue.  
 
Concernant MOPr, la partie adresse de ses ligands est généralement petite et électroniquement neutre 
(Figure 22). Elle peut varier selon qu’elle est un squelette morphinique ou peptidique. La partie 
supérieure de la morphine explique d’ailleurs son manque de sélectivité pour les différents récepteurs. 
Figure 21. Interactions moléculaires dans la partie message du récepteur DOPr (en 
bleu) avec l’antagoniste Naltrindole (en rose). Les résidus affichés sont conservés 
dans les trois récepteurs et noté selon les codes des résidus de DOPr. 
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Ainsi, la sélectivité pour MOPr repose plus sur la répulsion envers les autres récepteurs que par des 
interactions intermoléculaires favorables. 
 
Pour DOPr, la composante adresse est en général plus commune aux différents ligands et regroupe des 
groupement aromatiques (indole du Naltrindole), ou/et une fonction anionique (carboxylate en C-
terminale des enképhalines, ou carboxylate de Asp/Glu chez les deltorphines) (Figure 23). Comme nous 
allons le voir un peu plus loin, la chaîne latérale du cinquième résidu des enképhalines joue un rôle 
primordial sur la sélectivité par la formation d’interactions hydrophobes spécifiques à DOPr. En effet, 
une chaîne trop encombrante va rapidement produire un clash stérique avec les résidus présents dans 
KOPr et MOPr. 
 
 
KOPr ayant un degré de divergence plus élevé que les deux autres types de récepteur, la sélectivité 
KOPr/MOPr ou KOPr/DOPr est plus facile à établir que la sélectivité entre MOPr et DOPr. Ils possèdent 
Figure 22. Ligands sélectifs au récepteur MOPr et leur partie adresse. 
Figure 23. Ligands sélectifs à DOPr et leurs composantes responsables de la sélectivité 
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en général un site cationique de type ammonium (guanidyl dans les arginines de la dynorphine ou amine 
tertiaire dans le NorBNI) (Figure 24). 
 
 
Tous les ligands n’ont pas le même schéma d’interactions responsables de leur sélectivité. Afin de mieux 
comprendre les interactions impliquées dans la création de la sélectivité, il convient de s’intéresser aux 
résidus de la protéine éventuellement impliqués dans celle-ci (Tableau 3).121 Ils sont en général situés 











Tableau 3. Résidus jugés important pour la sélectivité entre les récepteurs opioïdes 
 
MOPr DOPr KOPr 
Asn129 Lys108 Val118 
Asp218 Val197 Glu209 
Thr220 Met199 Ser211 
Lys305 Trp284 Glu297 
Glu312 Arg291 His304 
Trp318 Leu300 Tyr312 
 
Si l’on regarde de plus près la structure du Naltrindole dans le récepteur DOPr, on peut constater que la 
partie indolique de la molécule est dirigée vers la Leucine300 (Figure 21). Or cette dernière est remplacée 
par un tryptophane (MOPr) ou une tyrosine (KOPr), bien plus encombrante (Figure 25). Le clash stérique 
qui en résulte et la rigidité de cette molécule, empêchent l’éventuelle accommodation du ligand, 
expliquant sa grande sélectivité pour DOPr. Les résidus Trp284 et Arg291 sont également supposés jouer 
un rôle dans cette sélectivité en formant des ponts salins ou un empilement pi entre le carboxylate de 
certains ligands DOPr (Enképhalines, SNC80) ou un cycle aromatique (Naltrindole) et leurs chaînes 
latérales. 
 
L’étude de la structure du JDTic dans KOPr quant à elle, est aussi riche d’information (Figure 25). Sa 
partie adresse s’enfonce plus profondément dans la poche hydrophobe comparée au Naltrindole. Là où la 
présence de Tyr312 (à la place de Leu300) est néfaste pour le Naltrindole, elle est au contraire bénéfique 
pour le JDTic en formant un pont hydrogène entre l’amide du ligand et le noyau phénolique. Aussi, la 
mutation de Trp284 dans DOPr en Glu297, explique l’efficacité de la présence d’amines protonées dans 
la Dynorphine ou le Nor-BNI, avec lesquelles il va préférentiellement former une liaison hydrogène. 
 
Finalement, le β-FNA dans le récepteur MOPr, conserve la plupart des interactions du Naltrindole, à 
l’exception de la lysine233 (à la position de Trp284 dans DOPr), liée de façon covalente à l’antagoniste. 
Cela démontre les subtiles différences entre MOPr et DOPr. Pour obtenir plus d’éclaircissements sur la 
sélectivité entre ces deux récepteurs, il faut aller consulter la structure du Dmt-Tic-Phe-Phe-NH2 dans 
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DOPr (4RWD).133 Cette molécule étant à la fois agoniste MOPr et antagoniste DOPr, sa cristallisation a 
été possible et très instructive.  
 
 
Figure 25. Structure 3D de la partie adresse des récepteurs opioïdes liés à leur 
antagoniste respectif. (a) Naltrindole (rose) et β-FNA dans DOPr (Bleu) et MOPr (vert). 
(b) Naltrindole (rose) et JDTic (jaune) dans DOPr (bleu) et KOPr (orange). (c) β-FNA 
(violet) et Dmt-Tic-Phe-Phe-NH2 (jaune) dans DOPr (orange) et MOPr (vert). Les 
résidus sont notés selon la séquence de DOPr et entre parenthèse les mutations pour les 
autres récepteurs. 
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Pour ce qui est de son positionnement dans DOPr, il est relativement similaire au Naltrindole, à la 
différence que la molécule occupe une plus grande surface du récepteur par ses deux phénylalanines au 
niveau des hélices TM2 et TM6. Celles-ci viennent former des interactions hydrophobes avec les résidus 
Val197 et Met199, là où ceux-ci sont remplacés par des acides aminés polaires dans MOPr 
(respectivement Asp218 et Thr220). La gêne stérique entre le Tic et Trp284 de DOP est supposée être en 
partie responsable de son caractère antagoniste (de façon similaire au Naltrindole). Ce résidu étant 
remplacé par Lys303 dans MOPr, cela ne pose plus de problème, d’où le caractère « double-face » de 
cette molécule. 
 
Les modes d’interactions régissant la liaison des ligands agonistes ou antagonistes sur les récepteurs 
opioïdes expliqués, intéressons-nous maintenant aux changement conformationnels produits lors de 
l’activation.134 Comme il l’a été mentionné un peu plus tôt, l’obtention d’un cristal lié à un de ses 
agonistes est très difficile, et la plupart de ces formes actives obtenues appartiennent à la Famille 1a. 
Seule la structure de MOPr lié à BU72 est aujourd’hui disponible pour les récepteurs opioïdes.126 Les 
progrès récents dans les techniques de cristallisation de RCPG devraient cependant délivrer dans un futur 
proche d’autres cristaux.135,136,137,138  
 
Après activation par un agoniste, la structure du récepteur est sensiblement similaire, à l’exception de 
l’hélice TM6 qui bouge sa partie intracellulaire, afin de créer une cavité capable de recevoir la sous-unité 
α de la protéine G.139 À cela s’ajoute une légère rotation de TM5, élargissant elle aussi la cavité. La 
publication récente de structures activées de RCPG, auxquelles sont attachées des protéines G en C-
terminale, confirment cette tendance et suggère que ce mécanisme serait partagé pour la plupart des 
RCPG, même distant structurellement.135,140,141  
 
Plusieurs motifs structuraux notables sont aussi observables lorsque MOPr est activé. Parmi eux, la 
séquence DRY/ERY situé dans la partie intracellulaire de TM3, supposément nécessaire à la stabilisation 
de la forme inactive via un pont hydrogène avec Glu6.40 est altérée.122,142 En contrepartie, il se forme un 
nouvel arrangement stabilisant cette fois la forme active (Figure 26a). Ce verrouillage lie le motif NPxxY 
de TM7 avec TM5 entre Tyr7.53 et Tyr5.58 par l’intermédiaire d’une molécule d’eau. Lors de l’activation, 
Tyr5.58 stabilise également Arg3.50 du motif DRY/ERY. Cette particularité est également observée dans 
d’autres RCPG de la même famille.134 
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Tout comme le récepteur β-adrénergique, l’activation de MOPr induit le pivotement des acides aminés 
Phe6.44, Pro5.50, et Ile3.40 situés en dessous du site actif (Figure 26b). Le réarrangement de cette triade est 
responsable du déplacement de TM6 et donc de l’expansion de la cavité intracellulaire, permettant le 
recrutement des voies intracellulaires.143  
 
Figure 26. Réarrangements intracellulaires suite à l’activation du récepteur par un 
agoniste. Les flèches indiquent le sens de déplacement des hélices. (a) Verrouillage de la 
conformation active (5C1M, violet) par des ponts salins entre Tyr5.58, Tyr7.53, Arg3.50 et 
une molécule d’eau (sphère rouge). (b) Déplacement des hélices 3,5 et 6 par le 
réarrangement de Ile3.40, Phe6.44, et Pro5.50. (c) Réseau polaire impliqué dans le site 
orthostérique sodium (sphère violette) du récepteur DOPr inactif (4N6H, bleu), détruit 




Situé un peu plus proche du site actif, se trouve un autre site important pour l’activation du récepteur : le 
site sodium.144 Bien que mis en évidence depuis longtemps pour son rôle d’inhibiteur des agonistes 
opioïdes,145 ce modulateur allostérique (différent du site de liaison du ligand) n’a été découvert pour la 
première fois qu’en 2014 dans le cristal de DOPr humain (4N6H), grâce à sa plus haute résolution (1.5 
Å).122 L’ion sodium est coordonné par plusieurs résidus hautement conservés de TM2, TM3 et TM7 à 
travers un large réseau de molécules d’eau (Figure 26c). L’activation du récepteur provoque une 
réorganisation de cette triade et engendre une déstabilisation du système, provoquant lui aussi l’ouverture 
de la face intracellulaire. 
 
Par ailleurs, la publication très récente de la structure tridimensionnelle d’une conformation active du 
récepteur KOPr lié à un agoniste confirme les observations énoncées précédemment pour le récepteur 
MOPr.146  
 
Le recrutement des protéines G trimériques, rendu possible grâce aux précédents réarrangements des 
hélices va alors provoquer une myriade de cascades intracellulaires, dont nous allons détailler les 
importantes dans le cadre du projet. 
 
I.2.2 Processus intracellulaires et mode d’action sur la douleur 
 
Comme nous l’avons mentionné précédemment, les mécanismes de contrôle de la douleur sont complexes 
et agissent à plusieurs niveaux : local ou central (moelle épinière), en contrôlant l’intensité d’informations 
nociceptives envoyées par le système périphérique vers le SNC, ou par la voie descendante. De la même 
façon, l’activation des récepteurs opioïdes va bloquer la douleur aux mêmes endroits. 
 
Au niveau moléculaire, l’activation du récepteur opioïde va enclencher toute une cascade de réactions 
biochimiques (Figure 17).24 Parmi-elle, le recrutement de la protéine Gi va provoquer une inhibition de 
l’Adenyl Cyclase et donc une diminution de l’Adénosyl Monophosphate cyclique (cAMP). Cette 
diminution a pour conséquence d’ouvrir les canaux potassiques, engendrant un potentiel d’action en 
opposition à ceux engendrés par les médiateurs excitateurs (substance P, glutamate) et donc diminution 
du signal douloureux. À cette action descendante s’ajoute un deuxième volet d’action au niveau des 
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récepteurs présynaptiques. En effet, le recrutement de Gi, grâce à ses sous unités α ou βγ, va permettre 
de diminuer la population de neuromédiateurs à la surface des synapses. Lors du recrutement de Gαi, la 
diminution de la concentration en cAMP va provoquer une phosphorylation moindre des canaux 
calciques, engendrant une exocytose due à l’influx de protons Ca2+. Concernant les sous-unités βγ, la 
même conclusion peut être faite, mais cette fois par l’intermédiaire des canaux tensiodépendants CaV2. 
Néanmoins, cette diminution de cAMP tend à être contrebalancée par l’organisme à plus long terme, qui 
va alors en augmenter la production. En conséquence, lors du sevrage le niveau de cAMP est 
anormalement haut. Sans opioïdes pour équilibrer, l’excès de cAMP induit une augmentation de la 
concentration en Na+ et Ca+ et donc l’hyperexcitabilité neuronale. Ce dernier aspect est en majeur partie 




Suite à l’activation du récepteur survient quelques secondes ou minutes après, un autre phénomène appelé 
désensibilisation (Figure 28), commun à la plupart des RCPG. Il est premièrement induit par la 
phosphorylation du récepteur en C-terminal par des protéines kinases appelées GRK (G-protein-coupled 
Receptor Kinases). Ce mécanisme appelé désensibilisation homologue (c’est-à-dire induite par l’agoniste 
du récepteur), inhibe l’activation du récepteur par un agoniste. Dans un deuxième temps, la β-arrestine 
est recrutée par le récepteur phosphorylé. Il s’en suit alors la fixation des protéines cytosoliques AP-2 et 
clathrine et la formation de puits recouverts de cette dernière, suivi d’une fusion membranaire. Ce 
Figure 27. Signal intracellulaire amenant au blocage du signal de la douleur, suite à l’activation des 
récepteurs opioïdes 
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processus appelé endocytose induit l’internalisation du récepteur. La vésicule contenant le récepteur peut 
ensuite évoluer selon deux scénarios : le recyclage ou la degradation.24 L’extrémité C-terminale baignant 
dans le cytosol, peut être déphosphorylée par des phosphatases, provoquant le renvoi plus ou moins rapide 
vers la membrane via un mécanisme d’exocytose. Le RCPG est alors à nouveau disponible pour 
l’activation. Dans le deuxième cas de figure, l’endosome peut fusionner avec des lysosomes dont les 
enzymes lytiques vont dégrader la vésicule et provoquer la perte définitive du récepteur. La vitesse et le 
ratio de ces deux phénomènes varient d’un récepteur à l’autre ou selon les ligands.147  Pour ce qui est des 
récepteurs opioïdes, leur activation excessive favorise la voie destructrice, menant à une sous expression 
de ceux-ci. Il y a alors une plus faible population membranaire du récepteur, nécessitant une augmentation 
de la dose nécessaire pour produire l’analgésie. Cette tolérance est un effet notoire des récepteurs 
opioïdes, et en particulier pour le récepteur MOPr.148  L’augmentation de la sensibilité des récepteurs 
NMDA a également été envisagée dans la potentialisation de ce phénomène.94  
 
Ce processus est donc à éviter dans la mesure du possible. Cela nous amène au concept d’agoniste biaisé, 
qui est un paradigme de plus en plus émergeant dans le domaine des RCPG. En effet, dépendamment du 
ligand utilisé, celui-ci peut favoriser l’une au l’autre des voies intracellulaires (au contraire de la réponse 
constitutive produite par un ligand endogène). Dans le cadre de notre projet, il serait donc intéressant 
Figure 28. Mécanisme de désensibilisation du récepteur suite à l’activation du récepteur. 
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d’obtenir des ligands biaisés favorisant la voie liée aux protéines G, au dépend du recrutement de la β-
arrestine  
 
I.2.3 Effets secondaires. 
 
À l’échelle cellulaire, tous les processus biochimiques relatés dans le paragraphe précédent sont 
relativement similaires pour les trois récepteurs, et ne permettent donc pas d’expliquer les effets 
secondaires. En étudiant le Tableau 4, on peut observer que la distribution à travers l’organisme varie 
grandement d’un récepteur à l’autre, expliquant ainsi la cause de ces effets secondaires.109,149   
 
Tableau 4. Effets thérapeutiques et secondaires associés aux différentes classes de récepteur opioïdes. 
 
Récepteur Localisation Effets thérapeutiques Effets secondaires 
MOPr 
Cerveau : cortex, thalamus, 














Cerveau : cortex, striatum, 












Cerveau : hypothalamus 











On retrouve MOPr essentiellement dans la substance grise périaqueducale ou la corne dorsale de la moelle 
épinière, ainsi que de nombreuses zones du cerveau, ce qui explique sa forte efficacité analgésique. 
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L’inhibition de l’action péristaltique, lors de l’activation de ce récepteur présent dans le système digestif, 
provoque la constipation.24 Bien qu’il puisse sembler mineur, cet effet peut se révéler handicapant à long 
terme.150  Cependant, cet effet a pu être mis à profit pour traiter les patients atteints de diarrhée sévère 
avec la création du Lopéramide (Figure 29) par les laboratoires Jansen.151  Agoniste sélectif mu, cette 
molécule est incapable de passer dans le SNC et est donc dépourvue d’activité centrale. Elle agit 
seulement localement dans l’intestin.152  Outre ce dernier effet, la sédation peut complexifier la réalisation 
de tâches sociales ou professionnelles dans la vie de tous les jours.153  De plus, combinée à la création de 
myosis cette association peut rendre la conduite motorisée risquée. Parmi les effets notoires du récepteur 
MOPr, la détresse respiratoire est un des effets nécessitant une prise en charge d’urgence et est 
responsable de la plupart des décès par surdose d’opioïdes.154   Elle est induite par l’activation des 
récepteurs MOPr dans les centres respiratoires où leurs activations diminuent la sensibilité des récepteurs 
au CO2. L’organisme se retrouve alors incapable de réguler le niveau de CO2 artériel, ce qui mène 
rapidement à l’asphyxie.155  Bien que survenant encore occasionnellement en milieu hospitalier, elle est 
heureusement aujourd’hui fortement limitée par les différents protocoles cliniques mis en place 
(augmentation progressive de la dose thérapeutique ou injection à même la colonne vertébrale).156,157   
 
 
A l’instar de MOPr, KOPr produit également une forte sédation et un myosis. Son activation est aussi 
associée à de forts troubles hallucinatoires indésirables pour un traitement à long terme. En revanche, sa 
position particulière dans l’organisme semble jouer un rôle dans les troubles de l’addiction et pourrait lui 
conférer un intérêt thérapeutique dans ce domaine.158,159,160   
 
Figure 29. Structure chimique du lopéramide. Agoniste Mu dépourvu d’action centrale, utilisée 
pour le traitement de la diarrhée 
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Concernant DOPr, les effets secondaires liés à celui-ci sont moins nombreux.161  Cependant, quelques 
convulsions ont pu être observées chez les rongeurs, qu’il et donc nécessaire de limiter.162  Chez l’humain, 
ce récepteur se situe dans les régions néocorticales du cerveau et du ganglion basal. Cette dernière région, 
densément peuplée par les récepteurs GABA, est associée aux troubles de l’humeur, suggérant 
l’utilisation potentielle de DOPr comme cible thérapeutique dans ce domaine.163164  Plus récemment, des 
études ont suggéré que les molécules activant DOPr pourraient jouer un rôle cardioprotecteur. En effet, 
il s’avère que ces molécules seraient capables de mimer un phénomène appelé « préconditionement 
ischémique », qui lors d’un accident cardiaque engendrerait des dommages moindres pour les tissus 
cardiaques.165,166  Ce récepteur pourrait aussi jouer un rôle dans la prévention du stress.167,168   
 
Il est important de noter, que bien que possédant chacune une sélectivité relative pour les différents 
récepteurs opioïdes, les molécules utilisées en clinique, lorsqu’elles sont utilisées en excès, sont capables 
d’aller activer les autres récepteurs opioïdes ainsi que leurs effets néfastes associés. En cas de surdosage 
aigu, la Naloxone peut être prescrite en tant qu’antidote afin de bloquer les récepteurs opioïdes. 
 
Ainsi, au vu de la comparaison des effets thérapeutiques/délétères des différents récepteurs, l’activation 
sélective de DOPr, pourrait permettre de produire de l’analgésie chez les patients, tout en étant dépourvu 
d’effets secondaires désagréables, voir mortels.161,169,170,171  Elle apparait donc comme une cible 
thérapeutique de premier choix.172,173  La section suivante s’intéressera plus en détail à ce récepteur et sur 
l’état de la recherche sur celui-ci au laboratoire Gendron ainsi que dans d’autres groupes. 
 
I.3. Les ligands opioïdes DOPr 
 
I.3.1. Les ligands hétérocycliques DOPr 
 
Dans l’espoir de valider l’hypothèse précédente, de nombreuses petites molécules hétérocycliques ont été 
développées au cours des vingt dernières années.174  La première fut BW37U86, suivie très rapidement 
par SNC80, partageant toutes deux un noyau pipérazine.175,176  De structure semblable à celle du Fentanyl, 
leur sélectivité est toute autre, notamment grâce à l’orientation optimale de la fonction diéthylamide 
pouvant interagir avec les résidus responsables de la sélectivité pour DOPr (Trp284, Leu 300). Bien que 
ces molécules se soient avérées être très sélectives envers DOPr, des convulsions non létales ont pu être 
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observées à dose thérapeutique sur les rongeurs, mettant un terme à son développement ultérieur pour un 
usage thérapeutique.177  L’origine de ces convulsions est encore sujet à débat, bien qu’il soit supposé 
qu’elles soient dues à l’activation de la voie β-arrestine.178  Malgré cela, SNC80 est encore utilisé comme 
étalon pour la recherche fondamentale. Les mêmes écueils sont apparus pour la plupart des molécules 
possédant le même noyau. 
 
Récemment, une nouvelle génération de molécules a permis de s’affranchir de ces convulsions, et certains 
candidats ont avancé en phase clinique I ou II.171,179,180  Malheureusement, aucune d’elles n’a pu percer 
sur le marché. Les raisons avancées seraient un manque d’efficacité chez l’humain.181  Cependant, ces 
résultats pourraient être dûs à un mauvais modèle expérimental de douleur choisis lors des essais.172  
Certaines de ces molécules sont également à l’étude pour leurs usages antidépresseur ou 
cardioprotecteur.174,181  
 





Concernant DPI-3290, cette molécule est un agent bifonctionnel.182  C’est-à-dire qu’elle est à la fois un 
agoniste de MOPr et DOPr. Cette propriété en fait un puissant analgésique, dont les effets secondaires 
reliés à MOPr, sont grandement diminués (en particulier une détresse respiratoire moindre).183  Cela nous 
amène à un concept intéressant : la coopération des récepteurs opioïdes. Il a été constaté que la co-
administration d’agonistes MOPr et d’agonistes/antagonistes DOPr permettait une action synergique 
(effet thérapeutique supérieur à l’addition des effets des ligands pris séparément), tout en limitant le profil 
d’effets secondaires, dont la diminution des effets de tolérance et dépendance physique.181,184  Ce 
phénomène s’expliquerait par la formation favorisée de dimère MOPr/DOPr.185186  Cette observation a 
mené au développement de plusieurs ligands bivalents capables de lier en même temps les deux 
récepteurs du dimère. Un exemple notable est le MDAN-21 développé par Porthoghese, constitué d’une 
partie Naltrindole, antagoniste DOPr et d’une partie oxymorphone agoniste MOPr.187  Ces deux 
hémisphères liés entre eux à leur partie adresse par un espaceur de taille adéquate (21 atomes) permettent 
de présenter leur partie message dans les deux récepteurs du dimère. Ce composé démontre une activité 





Figure 31. MDAN-21, agent bivalent MOPr/DOPr 
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Une autre application de ce concept est la réalisation de ligands polyvalents, qui à la différence des ligands 
bivalents constituées de deux motifs reliés par un espaceur, possèdent une seule molécule capable de lier 
les deux récepteurs, mais avec des activités différentes.189  La plupart de ces molécules polyvalentes sont 
constitués autour du noyau Dmt-Tic (Figure 32), tel que le ligand Dmt-Tic-Phe-Phe-NH2 du paragraphe 
précédent.190,191  L’acide aminé Dmt produit l’activité sur MOPr, tandis que le noyau Tic pointé vers le 
tryptophane284 de DOPr engendre la réorganisation de celui-ci vers son état inactif.134 Ce motif peut 
ensuite être modifié en C-terminal avec l’ajout d’autres acides aminés ou de motifs hétérocycliques afin 
de moduler l’adresse du récepteur.192,193  D’autres ligands visant l’association de récepteurs opioïdes avec 
d’autres récepteurs sont également à l’étude.194  
 
 
I.3.2. Les ligands endogènes DOPr 
 
Afin de remédier aux différents problèmes avancés, une solution serait de s’intéresser aux ligands 
endogènes de DOPr : les enképhalines. Rapidement après la découverte des récepteurs opioïdes, les 
chercheurs se sont intéressés à connaitre la nature des ligands endogènes, pour amener à la découverte de 
la Leu-enképhaline et de la Met-Enképhaline (Figure 33, haut) en 1975, extraits de l’hypophyse de 
porc.106 Ces enképhalines, synthétisées à partir du gène proenképhaline sont impliquées dans de 
nombreux processus biologiques (la met-enképhaline est d’ailleurs appelée la molécule du coureur, en 
Figure 32. Le motif Dmt-Tic pour la mise au point d’agent 
polyvalent MOPr/DOPr 
 42 
référence à sa délivrance dans le corps suite à un effort physique).109,195  Ces deux pentapeptides varient 
seulement sur leur cinquième résidu. Ils ont pour séquence Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (Leu-Enképhaline), et 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (Met-enképhaline). Tout comme les opioïdes classiques, le concept de « message-
adresse » s’applique. D’un point de vue structure-activité, ces deux peptides peuvent être décortiqués en 
trois parties : La tyrosine joue le rôle de « message » (noyau tyramine), tandis que la phénylalanine et la 
leucine/méthionine remplissent la fonction « adresse » et vont être responsables de la sélectivité entre les 
différents récepteurs. Les deux glycines quant à elles, sont responsables de l’enroulement des peptides 
dans leur conformation active. La Leu-enképhaline est rapportée comme étant plus sélective envers DOPr 
(jusqu’à 5 fois plus), que la Met-enképhaline qui elle se lie à DOPr et MOPr de façon égale, rappelant 
une fois de plus l’importance du cinquième résidu pour la discrimination entre les deux récepteurs.1195  
 
 
D’autres ligands considérés endogènes sont également retrouvés chez d’autres espèces que l’être humain. 
En effet certains types de grenouille produisent naturellement des peptides appelés Deltorphines A, I, ou 
II (Figure 33, bas).196  Contrairement à notre organisme incapable de synthétiser des acides aminés de 
stéréochimie D, ces heptapeptides contiennent un acide aminé D en position 2, rendant ce type de peptide 
beaucoup plus intéressant au niveau pharmacocinétique (autant la stabilité plasmatique que la 
perméabilité membranaire).197,198  Des trois variantes de cette famille, la deltorphine II (ou B) est celle 
qui est la plus sélective pour DOPr.199  D’un point de vue structure-sélectivité, le résidu carboxylate en 
Figure 33. Structure chimiques de plusieurs peptides endogènes (humain ou animal) sélectifs au 
récepteur DOPr 
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position 4, pourrait former les mêmes interactions que celui de la Leu-enképhaline avec Arg291, tandis 
que les chaînes latérales aliphatiques en position 5 et 6 se prolongeraient dans la poche hydrophobe au 
voisinage de Leu300.200  Cette grande sélectivité est d’ailleurs la raison pour laquelle la deltorphine II est 
utilisée en routine dans la recherche sur DOPr, en tant que standard. 
 
Travailler avec ces peptides naturels a plusieurs avantages : ils sont non toxiques (ce qui est non 
négligeable, ce paramètre étant la raison des arrêts pour la plupart des molécules en phase préclinique), 
relativement sélectifs (jusqu’à 5 fois), et très faciles à synthétiser (permettant ainsi des études structures-
activités beaucoup plus rapides).201  
 
Malheureusement, ils possèdent aussi la plupart des inconvénients propres au peptides. Premièrement, 
étant très polaire, il leur est très difficile de passer la barrière hémato-encéphalique (BHE).202  La BHE 
est une membrane phospholipidique, composée de cellules endothéliales avec leurs jonctions serrées. Elle 
est chargée de protéger le système nerveux central de la plupart des molécules exogènes et autres toxines, 
tout en laissant passer les éléments nécessaires au cerveau. Le filtrage ultra sélectif de cette barrière, est 
un obstacle majeur pour la plupart des traitements relatifs au SNC.203  La diffusion passive (sans 
l’utilisation de transporteurs) des molécules qui nous intéressent est quand même possible à condition 
que ladite molécule ait une affinité suffisante avec les lipides. Cette lipophilicité est mesurée de façon 
simpliste par le logD7,4 représentant la proportion de composé présent dans l’octanol par rapport à une 
phase aqueuse à pH physiologique, ainsi que par l’aire de la surface polaire totale (tPSA). Cette valeur 
théorique est calculée à partir de la sommation de la surface de tous les atomes polaires d’un composé. Il 
est recommandé pour un composé actif sur le SNC de se situer entre 2 et 5 pour le logD7,4 et en dessous 
de 90 Å2 pour la tPSA.204  Avec des valeurs de -0,8 et 199 Å2 pour les enképhalines, on est bien loin du 
compte. Un autre mode de transport à travers le cerveau est possible via des transporteurs 
transmembranaires, malheureusement aucun de ces transporteurs connus à ce jour, ne reconnait ces 
peptides endogènes.205  Il est à noter que la Leu-enképhaline est également un substrat de glycoprotéine 
P (P-gp) chargée de transporter les molécules hors de la BHE.206  Donc, la seule solution à ce jour pour 
la livraison de ces peptides au cerveau, est l’injection de telles molécules par voie intrathécale 
(directement dans la moelle épinière), ce qui s’avère très contraignant pour les patients. 
 
La deuxième difficulté, et non la moindre, provient du fait que les quelques molécules qui réussissent à 
passer la BHE, sont très rapidement dégradées par les enképhalinases, aminopeptidase et autres protéases 
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moins sélectives.207,208,209,210  La demi-vie très courte de ces enképhalines (environ 2 min), rend leur usage 
thérapeutique impossible.211  
 
Afin de remédier à ces limitations, différentes stratégies ont été mises à l’œuvre, avec plus ou moins de 
succès. Elles seront l’objet de la prochaîne section. 
 
I.3.3. Les peptidomimétiques d’enképhalines 
 
Tout de même intéressées par le potentiel de la Leu-enképhaline, les équipes de recherche ont réalisé 
différentes modifications sur son squelette. Cette approche consistant à moduler les propriétés 
pharmacodynamiques ou pharmacocinétiques d’un peptide parent (ici la Leu-enképhaline) par diverses 
modifications (naturelles ou non) sur les chaînes latérales, les liaisons amides de la séquence, ou les 
extrémités du peptide, est nommée peptidomimétisme (Figure 34).212213  La connaissance des 
informations structurelles du peptide relatives à son activité biologique peut être exploitée afin d’en 
renforcer ses composantes bénéfiques (rigidification de la conformation active du peptide par 
macrocyclisation), ou la création d’interactions supplémentaires avec le récepteur. Parmi les différentes 
modifications possibles, l’une des plus commune et facile à réaliser est le remplacement d’un des acides 
aminés par son stéréoisomère D, plus difficilement reconnu par les enzymes, permettant ainsi 
d’augmenter la stabilité dans l’organisme.214  Une autre modification des chaînes latérales répandue 
provient de « l’alanine scan » où chacun des acides aminés de la séquence est remplacé par une alanine.215 
En effet cet acide aminé étant biologiquement « neutre » (peu encombrant, pas de polarité particulière), 
tout en étant capable de conserver la stéréochimie de la position et donc le repliement du peptide, son 
influence sur l’activité permet d’évaluer l’importance de chacune des chaînes latérales des acides aminés 
échangés, sur l’activité biologique. Les liaisons amides étant la principale cible des enzymes, leur 
remplacement par des fonctions chimiques occupant le même espace et formant les mêmes conformation 
(trans ou cis) permet également de réduire les risques de dégradation, tout en évaluant l’importance de 
celles-ci pour la conformation active du peptide.216  Quand cela est possible, l’introduction de dialkyle 
glycine permet de rigidifier le ligand dans sa forme active (l’effet Thorpe-Ingold induit par ces deux 
groupements alkyls, diminue l’énergie nécessaire au ligand pour se replier de façon adéquate).217   
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Finalement, la modification des extrémités du peptide, en altérant leur état d’ionisation, si la cible 
biologique le permet peut permettre d’augmenter la lipophilicité du composé. Cette stratégie peut par 
exemple être mise à profit dans la création de prodrogues qui seront ensuite clivées dans l’organisme. Au 
vu de l’importance des sites ioniques mentionnés dans les sections précédentes, ils doivent être conservés 
dans le cas des peptides opioïdes.  
 
À la croisée entre les modifications sur les chaînes latérales et les amides, les peptoïdes où la chaîne 
latérale est déplacée sur l’azote de l’amide, peut permettre d’augmenter grandement la perméabilité des 
peptides ainsi que leur stabilité.218  Cette stratégie requiert cependant une très bonne connaissance de la 
relation structure-activité de la molécule afin de s’assurer que ce changement de position soit autorisé, et 
met en jeu un degré de complexité synthétique supérieur. Un résumé des modifications possibles et de 
leurs effets est présenté Figure 34. 
 
Cette campagne de peptidomimétisme sur la Leu-enképhaline a menée à la création de plusieurs 
analogues aux propriétés améliorées (Figure 35), dont l’exemple le plus notoire est la D-Alanine2-D-
Leucine5 Enképhaline (DADLE).211  Ces modifications en position 2 et 5 du peptide ont permis 
d’améliorer la stabilité de ce peptide de façon significative, tout en augmentant légèrement la 
lipophilicité.219   Ce composé se démarque également par une sélectivité DOPr augmentée (94 fois plus 
que la Leu-Enképhaline).220   Cette sélectivité est supposément due à l’action synergique des deux acides 
aminés D.221  En effet, la D-Alanine étant aussi présente dans la séquence du DAMGO en position 2, 
Figure 34. Résumé des différentes approches de peptidomimétisme. La Leu-Enképhaline est 
représentée à titre d’exemple. 
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cette modification seule ne semble pas jouer de rôle sur la sélectivité. Bien qu’améliorée, la valeur de 
logD7,4 du DADLE n’est pas encore suffisamment haute pour l’envisager en tant que médicament. Par 
contre, son injection par voie intrathécale chez l’humain démontre un degré d’analgésie similaire à la 
morphine.222  
 
L’addition de thréonine en position 6 dans les peptides DSLET et DTLET semble avoir également un 
rôle positif dans la sélectivité (600 fois plus sélectif à DOPr dans le cas du DTLET), probablement par la 
formation d’interactions supplémentaires dans la partie adresse du récepteur.223,224  Le composé BUBUC 
dérivé du DSLET, auquel a été greffé des groupement tert-Butyl sur Cys2 et Thr6, a une sélectivité encore 
plus grande (1000 fois plus sélectif à DOPr).225  Leurs excellentes sélectivités en font des outils souvent 
utilisés en recherche fondamentale pour la compréhension des mécanismes de douleur impliquant DOPr. 
 
En position 1, différentes approches ont été essayées, révélant la nécessité de conserver la fonction 
phénol. Il existe toutefois quelques exceptions tels que le remplacement de la tyrosine par le 4’[N-((4’-
phenyl)phenethyl)carboxamido]phénylalanine (Bcp) ou par un 4’[N-((2’-naphtalene-2-
yl)phenethyl)carboxamido]phénylalanine (2-Ncp), où non seulement le noyau aromatique est compatible 
avec le récepteur, mais résulte aussi en de puissants agonistes.226,227  L’ajout de méthyles en position 2, 5 
du phénol (2,5-Dimethyltyrosine, Dmt) rigidifie la structure en limitant le nombre de conformations 
Figure 35. Structures chimiques de quelques peptidomimes linéaires de la Leu-Enképhaline 
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possibles pour ce noyau et permet d’augmenter l’affinité des ligands de façon non sélective.228  
Préférentiellement, l’ammonium en N-terminal doit être primaire afin de maximiser les chances 
d’interactions avec Asp128. Toutefois, une équipe à récemment démontré qu’il était possible d’acétyler 
cet amine, à condition de remplacer le phénol de la tyrosine par un indole (tryptophane).229  Cette 
modification non seulement a conservé l’activité mais a résulté en des composés bien plus lipophiles. 
Comme il l’a été dit un peu plus tôt, la disubstitution de l’amine terminale par des groupements 
encombrants convertit les ligands en antagonistes, il faut donc agir avec précaution lors du changement 
fonctionnel de cette amine. La substitution de la phénylalanine en position 4 par un fluor ou des 
groupement électroattracteurs en para, semble également favoriser l’affinité des composés pour le 
récepteur DOPr.230  
 
Une autre approche populaire est la macrocyclisation des enképhalines. En effet cette stratégie, largement 
utilisée pour plusieurs autres cibles biologiques présente plusieurs avantages : l’augmentation de la 
perméabilité en diminuant la surface du ligand et amélioration de la stabilité, empêchant la reconnaissance 
des molécules par les protéases.231  Elle s’applique d’autant plus que la Leu-Enképhaline est supposée 
avoir un coude β dans sa conformation active. Le macrocycle d’enképhaline le plus célèbre est la D-
Penicilamine2-D-Penicilamine5 Enképhaline (DPDPE), où les chaînes latérales de ces deux 
pénicillamines en position 2 et 5 sont reliées via un pont disulfure.232  La position optimale du gem-
diméthyle en position 5 dans le voisinage de Leu300, lui confère une très bonne sélectivité (1200 fois). 
Encore une fois, une amélioration de la stabilité a pu être observée. Bien que prometteuse in vitro, 
l’activité analgésique de cette molécule chez l’animal fut décevante, probablement en raison d’une faible 
perméabilité dans la BHE.233  Peu de temps après, l’équipe du professeur Mosberg a mis au point une 
série de tetrapeptides desquels ressortent le JOM-13 et le JOM-6, inspirés de cette séquence, et également 
très sélectifs respectivement pour DOPr et MOPr (637 fois pour DOPr et 9 fois pour MOPr).234,235  Il en 
ressort que la taille de l’espaceur entre les deux soufres influence grandement l’affinité pour les deux 
récepteurs. Ces composés, bien qu’ils ne soient pas utilisés en tant que traitement, sont des outils très 




Bien qu’ayant grandement amélioré la pharmacodynamique et la pharmacocinétique des molécules 
endogènes, ces modifications sont encore insuffisantes pour envisager un usage thérapeutique. C’est ici 
que les travaux de notre laboratoire entrent en jeu. 
 
 
I.4.Travaux précédents sur le récepteur DOPr au labo Dory/Gendron.  
 
Le laboratoire du Professeur Louis Gendron possède une expertise sur les récepteurs opioïdes et en 
particulier pour le récepteur DOPr, lequel est considéré comme une cible thérapeutique viable. Les 
travaux du laboratoire portent sur la compréhension des mécanismes de la douleur et du rôle de DOPr 
dans ceux-ci. Le Professeur Yves Dory, pour sa part possède une expertise en synthèse 
organique/peptidique et modélisation. À partir de 2007, les deux équipes ont souhaité mutualiser leurs 
connaissances afin d’améliorer la structure de la Leu-enképhaline pour en tirer une meilleure 
compréhension de sa structure bioactive, l’objectif à plus long terme étant de parvenir à développer un 
Figure 36. Structures chimiques de quelques analogues cycliques de la Leu-Enképhaline 
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ligand sélectif à DOPr. Celui-ci devrait être suffisamment puissant, en plus de posséder des propriétés 
pharmacocinétiques améliorées. 
 
1.4.1. Problématique initiale 
 
Afin de pouvoir apporter les modifications adéquates à la structure de la Leu-enképhaline, il est essentiel 
de déterminer sa conformation active. Mis à part le cristal de DOPr lié à Dmt-Tic-Phe-Phe-NH2 dans 
DOPr, aucune structure 3D d’un peptide dans ce récepteur n’a été élucidé.133 Cette molécule étant un 
antagoniste, les informations apportées bien que très utiles sont insuffisantes pour l’élaboration 
rationnelle d’un agoniste efficace. Plusieurs très bons modèles ont été proposés au fil des années par les 
équipes du professeur Schiller ou du professeur Mosberg, mais ne concernent que des analogues cycliques 
de Leu-enképhaline.131,235,236,237  Les peptides linéaires de par leur nature, sont extrêmement flexibles, au 
contraire des dérivés macrocycliques qui présentent un nombre de conformations bien plus limités Cette 
diversité conformationnelle complique grandement leur prédiction.  
 
Il existe à l’heure actuelle quatre cristaux regroupant huit conformations de la Leu-enképhaline, parmi 
lesquelles les schémas les plus fréquents sont la forme étendue, coudée ou doublement coudée (Figure 
37).238  Il convient avant tout de rappeler que ces structures ne reflètent pas nécessairement la 
conformation active du peptide. En effet, alors que les structures en solution sont stabilisées 
majoritairement par des interactions intermoléculaires avec le solvant de cristallisation réparti de façon 
homogène, la molécule dans son récepteur forme certaines interactions à des endroits spécifiques. Les 
deux entités s’auto-accommodent alors entre elles pour former un complexe dont les composantes 
individuelles, lorsque considérées séparément, ne sont pas obligatoirement dans leur état le plus stable. 
Ces structures cristallographiques indiquent toutefois une tendance. Des trois différents repliements, la 
forme coudée est celle dont la structure est le plus proches des hypothèses structurales émises par la 
littérature.239,240,241  Malgré les différentes technologies mises en œuvre pour son élucidation (Dichroïsme 
circulaire, RMN, …), la structure active de la Leu-enképhaline suscite encore des débats. C’est avec cette 
problématique en tête que notre laboratoire a proposé plusieurs stratégies d’études de structures-activités, 
afin d’apporter certains éléments de réponses. La première d’entre elles est « l’amide scan ». 
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I.4.2. « Amide scan » de la Leu enképhaline 
 
Traditionnellement, les chimistes médicinaux ont recours à « l’alanine scan », qui consiste à remplacer 
un à un chacun des acides aminés d’une séquence peptidique, par une alanine, l’acide aminé étant le plus 
« neutre » biologiquement tout en conservant les composantes stéréochimiques. En procédant ainsi, il est 
possible d’étudier l’influence de chacune des chaînes latérales sur l’affinité d’un peptide. De manière 
similaire, l’amide scan, consiste à remplacer chacune des liaisons amides par un isostère, soit un 
groupement de taille similaire. En effet, la conformation active d’un peptide étant en grande partie 
dépendante du repliement de son squelette, cette technique trouve tout son sens si l’on souhaite déterminer 
cette dernière. Les isostères de la fonction amide sont des fonctions chimiques ayant une taille et des 
propriétés électroniques semblables à celle-ci.  De plus, l’introduction de ces fonctions non naturelles 
peut également améliorer grandement la stabilité des peptides modifiés résultants. 
 
Figure 37. Structure 3D de la Leu-enképhaline. Forme étendue (en rose), repliée (en vert), doublement 
repliée (en marron) 
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Si l’on observe la fonction amide, on peut voir qu’elle est constituée de deux composantes électroniques : 
un caractère donneur de pont-H par le NH et un caractère accepteur de pont-H par les deux doublets non 
liants de l’oxygène. Ainsi, les différentes isostères proposés ont été définis en fonction de leur caractère 
donneur ou accepteur (Figure 38). 
 
Aux cours de leurs travaux de doctorat ou de maitrise, Arnaud Proteau-Gagné, Guillaume Langlois et 
Jean-François Nadon,242,243  ont remplacé chacun des quatre amides par un alcène (ENE) dépourvu de 
liaisons hydrogènes;244  par un thioamide (CSN), à la fois donneur et accepteur; par un ester (COO), 
agissant seulement en tant qu’accepteur;  par un N-methylamide (NMA), qui tout comme l’ester est 
uniquement accepteur,216  en plus d’introduire une gêne stérique ; par un triazole (3NZ), assez proche 
structurellement de l’amide,245  quoique faiblement accepteur et dépourvu de caractère donneur; ou par 
un fluoroalcène (F//) semblable à l’alcène,246  à la différence qu’il possède un caractère légèrement 
accepteur par son atome de Fluor, qui mime l’atome d’oxygène de l’amide (dC-O = 1,52 Å, dC-F = 1,47 Å). 
Il a alors été supposé que le remplacement d’une liaison amide intramoléculaire impliquée dans le 
repliement du ligand, résulterait en une baisse d’affinité modérée, tandis que l’inhibition d’une liaison 
capitale avec le récepteur, produirait une chute drastique de l’affinité. En procédant ainsi, l’équipe a pu 





Figure 38. Caractère donneur et/ou accepteurde pont-H des différents isostères d’amides 
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La position 1 ne semble pas impliquée dans une interaction capitale avec le récepteur, en témoigne la 
relative tolérance pour l’alcène. En position 2, seul le thioamide se lie à DOPr, suggérant l’implication 
d’une liaison H de type donneur. Pour le troisième amide, seules les fonctions possédant un atome 
accepteur ont une affinité acceptable. Il est aussi intéressant de constater que l’affinité augmente avec le 
pouvoir accepteur des fonctions (COO>CSN>F//). Le N-méthylamide, lui ne se lie pas, en raison d’une 
Figure 39. Résumé des différentes modifications d’amides de la Leu-Enképhaline et leur 
influence sur l’affinité pour DOPr. 
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possible gêne stérique. En dernière position, un accepteur est encore nécessaire, bien que ce phénomène 
soit plus atténué que pour les autres positions, avec des valeurs proches de la Leu-enképhaline. La valeur 
moindre du triazole peut être imputée à sa taille supérieure, comparée à l’amide. 
 
Tableau 5. Résumé du caractère donneur/accepteur des amides de la Leu-enképhaline 
 










En plus d’améliorer la stabilité et la perméabilité du peptide, ces résultats ont permis de poursuivre la 
réflexion plus loin, et de proposer un modèle de la bio-conformation de la Leu-enképhaline. Pour cela, le 
Pr Dory est parti de la structure cristallographique DOPr 4EJ4,121 et a introduit progressivement des 
ligands DOPr de taille croissante, afin de pouvoir accommoder la Leu-enképhaline, bien plus 
volumineuse que le naltrindole natif, dans la cavité du récepteur. Ces ligands ont été amorcés dans le 
récepteur par docking induit (Induced Fit Docking, IFD), en laissant un degré de liberté aux résidus de la 
cavité du site actif, afin de prendre en compte le comportement naturel des complexes récepteurs-ligands. 
Après plusieurs essais, la distance minimale dans laquelle les résidus du récepteur ont été laissé libre de 
bouger, a été déterminée à 15 Å. L’étape suivante a consisté à prendre les poses de la Leu-enképhaline 
qui correspondent aux conclusions trouvées lors de l’amide scan (Figure 40). 
 
 
Figure 40. Structures de la Leu-Enképhaline amarrée dans le récepteurs DOPr, ayant obtenues les 
meilleurs scores d’Induced Fit Docking (IFD) et leurs énergies calculées par mécanique moléculaire 
(OPLS) ou par méthode DFT (MO6-2X). 
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Plusieurs cycles d’amarrage, ont finalement produit une conformation relativement proche du cristal 
GEWWAG (Figure 37, gauche). La disposition obtenue, en plus de répondre aux exigences de l’amide 
scan, est aussi en accord avec plusieurs observations rapportées dans la littérature. L’amine terminale 
forme bien une interaction avec Asp128, tandis que le phénol forme un pont-H avec His278 via deux 
molécules d’eau. Pour la partie adresse, le carboxylate se lie à Arg291, et la chaîne latérale de la leucine 
est dirigée vers la poche hydrophobe autour de Leu300, supposée responsable de la sélectivité. Dans le 
présent modèle, la seule incertitude porte sur la position du cycle aromatique de la phénylalanine. Bien 
que dans le modèle de la DPDPE, les deux cycles aromatiques soient également proches dans l’espace, 
le fort degré de liberté de cette chaîne latérale, ne nous permet pas de le prédire avec certitude.247,248  Il 
est même fort possible que le noyau aryle de Phe4, change d’emplacement d’un peptide à un autre. Cette 
hypothèse est d’ailleurs consolidée par les travaux de Goodman qui affirme qu’une distance de moins de 
10 Å entre les deux noyaux aromatiques conférerait au peptide une sélectivité pour DOPr.249,250,251  
. 
 
I.4.3 Étude de la chaîne latérale du 5ème résidu. 
 
De la même façon que le naltrindole, la Leu-enképhaline est supposée diriger la chaîne de sa leucine en 
position 5 dans la poche hydrophobe près de Leu300, essentielle pour la sélectivité pour DOPr contre 
Figure 41. Structure active proposée de la Leu-Enképhaline et son schéma d’interactions avec le 
récepteur DOPr. 
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MOPr et KOPR, où ils sont remplacés par des résidus bien plus gros (respectivement tryptophane ou 
tyrosine). Jusqu’où peut-on augmenter le volume de cette chaîne latérale avant que cela ne devienne aussi 
délétère pour DOPr ? Quelle serait l’influence sur la sélectivité du peptide? C’est afin de répondre à ces 
questions que Arnaud Proteau-Gagné et Dominique N’Dong se sont intéressés à la substitution de la 
Leucine par plusieurs acides aminés naturels ou non, de stéréochimie L ou D et de taille croissante (Figure 
42).242,252  De plus, une telle information permettrait d’allonger cette chaîne et ainsi augmenter la 
lipophilicité. La synthèse des différents peptides, suivie de mesure de leur affinité et efficacité a permis 
d’établir une relation structure-affinité et d’établir un pharmacophore du cinquième résidu. 
 
 
Figure 42. acides aminés utilisés en remplacement de la Leucine en position 5 de la Leu-enképhaline 
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Il ressort des résultats préliminaires que la famille des isoleucines est en générale tolérée par DOPr 
indépendamment de leur stéréochimie. La même observation peut être faite pour la catégorie « variations 
de chaînes », à l’exception de la cyclohexylglycine trop encombrante. L’ajout d’un carbone sur la 
cyclohexylalanine donne le même résultat. Les autres alanines substituées par un cyclopropyle donnent 
également de bons résultats (< 1 nM). En revanche, l’homoproline et l’homocycloleucine occupent un 
volume trop petit et ne sont donc pas capables d’établir des liaisons hydrophobes avec le récepteur. Les 
dialkylglycines quant à elles ont donné des résultats décevants (> 1 µM), probablement dû à un fort 
encombrement stérique empêchant les peptides de s’accommoder correctement. 
 
Figure 43. Pharmacophore du cinquième résidu de la Leu-enképhaline 
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Ces différentes observations ont alors permis de proposer un pharmacophore pour ce cinquième résidu 
(Figure 43), constitué d’une chaîne aliphatique de trois carbones et de stéréochimie indifférente (Figure 
43, centre). On constate que tous les résidus compatibles présentent à peu près le même nombre de 
carbones que les enképhalines (4 carbones), la marge de manœuvre est donc plutôt mince, la nature ayant 
déjà trouvé la chaîne optimale. Ces résultats valident toutefois la nécessité de posséder une chaîne 
aliphatique en cette position avec la très forte probabilité d’interagir avec la poche hydrophobe autour de 
Leu300. 
 
I.4.3. Nouvelles stratégies de macrocyclisation de la Leu-Enképhaline 
 
Parallèlement à ce programme d’amide scan, de nouvelles stratégies de macrocyclisation de la leu-
enképhaline ont été tentées, notamment par Guillaume Langlois lors de son projet de maitrise, puis plus 
tard par Dominique Ndong. De façon similaire au DPDPE ou JOM-13, les peptides sont cyclisés par leurs 
positions 2 et 5, et ont pour but de remplacer le pont S-S, relativement fragile et sujet aux métabolisations. 
Dans notre cas, la cystéine ou la sérine sur laquelle un groupement allyle a été greffé, ont été intégrées en 
position 2 et 5. L’allyle en plus de jouer le rôle de groupe protecteur lors de la synthèse du peptide linéaire, 
sert d’amorce pour la cyclisation via métathèse de fermeture de cycle (RCM, ring closing methathesis), 
effectuée en phase solide. Cette méthodologie a l’avantage d’être relativement rapide et simple. 
 
Ainsi, au moins douze analogues ont été synthétisés en comptant les analogues linéaires protégés par le 
groupement allyle et les analogues linéaires libres. Pour la plupart des peptides linéaires, la présence des 
groupements allyles donne des résultats acceptables pour DOPr (environ 1 nM), tandis que leur absence, 
Schéma 2. 
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au contraire, réduit d’un ordre de grandeur leur affinité pour DOPr (Ki > 10 nM), soulignant ainsi 
l’incompatibilité d’un résidu polaire en position 5. Néanmoins, le peptide linéaire possédant deux 
cystéines va à contre-courant de cette conclusion avec un excellent score d’affinité pour DOPr (Ki 0,01 
nM). Les raisons d’une telle affinité sont encore à l’étude, mais la formation d’une liaison covalente avec 
le récepteur est envisagée.  
 
Les résultats biologiques des analogues cycliques démontrent une bonne tolérance de cette modification 
avec des affinités similaires voir améliorées comparée aux peptides natifs. En revanche, la sélectivité 
DOPr, n’est pas aussi grande que désirée (similaire à la Leu-enképhaline). Cela, concorde avec les 
conclusions tirées de la littérature, indiquant que l’élargissement du cycle joue en faveur de MOPr.236  
 
Une autre approche a été tentée au cours du doctorat de Thi Than Hà Dao, consistant à lier la tyrosine en 
position 1 avec la phénylalanine en position 4 via un pont éthylène (3,8 Å) entre les deux cycles 
aromatiques (Figure 44).253  En effet le modèle de la conformation active proposé suite à l’amide scan 
suggère une distance assez proche (3,6 Å) entre les deux noyaux aromatiques. Ainsi en bloquant, cette 
conformation par un espaceur de taille adéquate, l’affinité de la molécule devrait se trouver améliorée.  
 
 
Malgré une méthodologie de synthèse efficace, les premiers résultats biologiques obtenus montrent une 
faible affinité pour DOPr (3,6 µM). Les raisons avancées pour ce résultat décevant seraient dû à une 
énergie trop éloignée de la conformation du macrocyclique docké dans notre modèle par rapport à sa 
forme la plus stable en solution. Ainsi le coût énergétique nécessaire pour se replier selon la conformation 
serait trop important, empêchant ainsi le ligand de se positionner correctement. Une autre hypothèse serait 
que la conformation modélisée ne se forme juste pas. Une récente publication de 2016 propose une 
Figure 44. Rigidification de la forme active supposée de la Leu-enképhaline par un espaceur éthylène 
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explication à ce phénomène.254  Les travaux menés par l’équipe de Kopysov sur la structure de plusieurs 
analogues de la Leu-enképhaline sur lesquels ils ont mesuré le transfert d’énergie par résonnance en phase 
gazeuse, laissent entendre que la Leu-enképhaline favoriserait un éloignement des cycles aromatiques (10 
Å). A l’inverse, la présence d’un acide aminé D en position 2 et 5, tel que dans le DADLE résulterait en 
une distance bien plus courte (6 Å). Une solution consisterait donc à introduire une D-Alanine en position 
2 et une D-Leucine en position 5 sur la séquence de notre macrocycle. Une autre piste proposée par Ha 
Dao, serait d’introduire deux cystéines sur ces positions, avant de les attacher via un pont disulfure. Cette 
seconde rigidification permettrait ainsi de minimiser la barrière énergétique entre la conformation active 
et sa structure la plus stable. 
 
I.4.4. Présentation du sujet. 
 
Comme en témoigne la section précédente, les travaux du laboratoire ont déjà largement couvert plusieurs 
paramètres de la relation structure-activité de la Leu-enképhaline. La figure 44 dépeint les différentes 
Figure 45. Perspectives envisageable pour la rigidification entre les deux noyaux aromatiques de la 
Leu-enképhaline. 
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positions étudiées par le laboratoire (en rouge), ainsi que celles proposées par certaines observations tirées 
de la littérature.  
 
L’amide scan a permis d’établir l’influence de chacune des liaisons peptidiques pour la présentation active 
de celle-ci, tout en améliorant le profil pharmaceutique de ces molécules. Ces résultats nous ont en autre 
permis de proposer un premier modèle plausible de la Leu-enképhaline dans DOPr. La substitution 
systématique du cinquième résidu par plusieurs acides aminés de taille et de stéréochimie différentes a 
ensuite permis de dessiner un pharmacophore de cette position, tout en confirmant l’implication de sa 
chaîne latérale dans la même poche hydrophobe que le naltrindole.  
 
Pour ce qui est des résultats tirés de la littérature, l’étude du noyau phénolique en position 1 suggère la 
nécessité de la présence d’un donneur de liaisons H. Aussi, l’ajout de deux méthyles en positions 2 et 5 
de cette tyrosine résulte en une meilleure affinité. La position 2 a déjà également subi plusieurs 
substitutions. Elle est tolérante à plusieurs chaînes latérales ainsi qu’à l’insertion de stéréochimie D. 
Toutefois, la présence d’un résidu aromatique à l’image des endomorphines résulte en une meilleure 
affinité pour MOPr. 
 
 
Bien que l’on sache qu’il soit primordial pour l’activité de conserver les charges en C-terminal et N-
terminal, ces positions n’ont pas encore été complétement étudiées. Ces charges, essentielles pour la 
liaison des peptides opioïdes sont aussi malheureusement responsables en grande partie de leur faible 
lipophilicité. Ainsi le premier chapitre de cet ouvrage porte sur la mise en place de fonctions chimiques 
Figure 46. Modifications étudiées sur la Leu-Enképhaline par le laboratoire (en rouge), remportées 
dans la littérature (en bleu). 
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à chaque extrémités, capables de conserver ces interactions clés tout en améliorant les propriétés 
pharmacocinétiques du peptide parent.  
 
Quelques analogues de Leu-enképhaline ayant leur phénylalanine substituée ont d’ores et déjà été 
synthétisés par plusieurs groupes. Il manque toutefois une étude rationnelle sur cette position. Dans ce 
but, nous proposons dans le deuxième chapitre une approche plus systématique afin de tenter d’expliquer 
les paramètres régissant cette position. 
 
Comme il l’a été mentionné à plusieurs reprises au cours de l’introduction, la macrocyclisation de la Leu-
enképhaline à en général pour effets d’augmenter sa sélectivité pour un des récepteurs opioïdes, tout en 
augmentant sa stabilité et sa perméabilité dans la BHE. Cette stratégie a donc été appliquée au cours du 
chapitre 3 sur quelques analogues issus du chapitre 1. Par la même occasion, une nouvelle approche de 
cyclisation, utilisant la « click chemistry » sera présentée. 
 
Notre équipe s’intéressant également à la compréhension des mécanismes de la douleur impliquant le 
récepteur DOPr, le chapitre 4 décrit le développement de dérivés de Leu-enképhaline radiomarqués au 
fluor 18. Pour ce faire, la bonne tolérance de la position 2 du peptide est exploitée afin d‘insérer plusieurs 
chaînes aliphatiques préalablement marquées au fluor.  
 
De quelle façon ces différentes modifications vont elle influencer les propriétés pharmacodynamiques ou 
pharmacocinétiques des composés ? Agissent-ils de façon additive, soustractive ou synergique ? Peut-on 
combiner plusieurs modifications sur le squelette de la Leu-enképhaline ? C’est ce que nous allons nous 
attacher au cours des prochains chapitres. 
 
Toutefois, avant de rentrer plus en détail, il convient de définir quelques points de méthodologie, afin de 









1.5.1. Synthèse des composés de l’ouvrage 
 
Dans le cadre de notre projet, la plupart des modifications suggérées dans les trois premiers chapitres ont 
nécessité le recours aux méthodologies de synthèse organique. Une fois les acides aminés modifiés 
obtenus, ils ont ensuite été protégés de façon adéquate avant d’être intégrés dans la séquence peptidique 
par synthèse peptidique sur phase solide (SPPS).255  Initié par l’invention de résine par Merrifield dans 
les années 1950, cette technique a vu son essor aux cours des 60 dernières années avec la diversification 
de résines et de méthodes de couplages efficaces, permettant une grande diversité chimique. Elle a 
l’avantage d’être relativement rapide et simple. 
 
Dans un cas classique, le premier acide aminé est attaché sur la résine. S’ensuivent des étapes itératives 
de déprotection en N-terminal et de couplages avec les autres acides aminés portant des groupement 
protecteurs orthogonaux au besoin. Une fois la séquence désirée obtenu, celle-ci est clivée du support 
solide, dans des conditions dépendantes du type de résine utilisée. Cela étant fait, le peptide est ensuite 
purifié par Chromatographie en phase Liquide à Haute Performance (HPLC), avant de partir pour les tests 
biologiques. Une pureté d’au moins 96 %, est considérée comme satisfaisante pour réaliser nos tests 
biologiques.256  
 
Concernant cet ouvrage, tous les peptides ont été synthétisé selon une stratégie Fmoc sur une résine 2-
chlorotrityle : chaque acide aminé utilisé est protégé par un groupement Fmoc sur son amine. Cette amine 
est ensuite déprotégée après chaque étape de couplage, avant de passer à l’étape suivante.257  Les chaînes 
latérales des peptides doivent donc être protégées par des groupes fonctionnels insensibles à ces 
conditions basiques. La résine quant à elle est clivée en condition acide (acide trifluoroacétique, TFA), 
en présence de « scavengers », afin d’éviter le rebranchement du peptide sur la résine, ou autres réactions 
secondaires. Dans la mesure du possible, les chaînes latérales ont été protégées par des groupes 
protecteurs sensibles aux acides, afin d’être déprotégées en même temps que le clivage. Pour les 
macrocycles présentés, ils ont été cyclisés soit en phase solide ou en solution après purification du peptide 
linéaire. Les analogues du chapitre 4 ont d’abord été synthétisés en condition « froide », c’est-à-dire avec 
un fluor non radioactif, afin de réaliser les divers tests biologiques. Ils sont ensuite synthétisés en 
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condition « chaude » (radioactives), avant d’être immédiatement testés sur les tissus. La méthodologie de 
cette section sera détaillée plus en profondeur dans le chapitre 4. Au cours de cet ouvrage, tout les 
composés on été synthétisés par moi-même, à l’exception des ligands « froids » du chapitre 4.  
 
1.5.2. Affinité des ligands par radiocompétition 
 
Une fois synthétisés, l’affinité des différents peptides est mesurée sur les récepteurs MOPr et DOPr. Pour 
cela des tests de radiocompétition sont effectués. Ils ont été réalisés en intégralité par Véronique Blais. 
 
Pour ce faire, des ligands sélectifs à ces deux récepteurs (deltorphine II pour DOPr et DAMGO pour 
MOPr) sont radiomarqués, puis infusés dans une membrane contenant exclusivement le récepteur MOPr 
ou DOPr. L’isotope choisi pour ces tests est l’iode 131, au vu de sa meilleure radiospécificité comparé 
au tritium (H3) utilisé auparavant. Ce choix permet entre autres une observation plus aisée et une récolte 
de données plus rapide. Une concentration croissante du ligand à tester est ensuite introduite dans la 
préparation. Le ligand testé va alors entrer en compétition avec la molécule radiomarquée, s’en suit une 
décroissance du signal radioactif mesuré par un compteur à radioactivité. Les différents points sont 
collectés et une régression est effectuée à l’aide du logiciel Graphpad. La concentration à laquelle 50 % 
du radiomarqueur est déplacé correspond à l’IC50 (Figure 47). Une fois normalisé avec l’activité 
spécifique du radioisotope par l’équation de Cheng-Prusoff, les constantes de liaison (Ki) sont obtenues 
et exprimées en nM.258  Plus la valeur de Ki est faible, meilleur est l’affinité du composé pour le récepteur. 
Schéma 3. 
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Pour être considéré comme une bonne candidate, la molécule doit au moins se situer dans le même ordre 
de grandeur que la Leu-enképhaline, soit autour de quelques nM. Les essais sont réalisés en triplicata. 
 
1.5.3. Mesure de l’efficacité biologique des composés par BRET 
 
Avoir connaissance de l’affinité d’une molécule pour un récepteur n’est pas suffisant. Il convient en effet 
de déterminer si celle-ci produit une réponse biologique.  Tout ces tests ont été réalisés par Véronique 
Blais et Brian Holleran.Plusieurs cas de figures peuvent survenir (Figure 48): 
 
-La molécule est un agoniste. C’est-à-dire qu’elle produit une réponse biologique suite à sa liaison sur le 
récepteur. Un agoniste peut être partiel (i.e. réponse inférieure comparée au ligand natif) ou total (réponse 
similaire au ligand de référence). 
 
-Un ligand peut être antagoniste. Sa liaison sur le récepteur ne produit aucune réponse biologique. Elle 
empêche la liaison des agonistes, en rentrant en compétition avec ceux-ci. Ces antagonistes trouvent leur 
Figure 47. courbe de compétition entre un ligand et une molécule 
radiomarquée. 
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utilité lorsque l’on désire bloquer un processus biochimique, (ex : la naloxone dans le cas des opioïdes, 
qui permet de supprimer l’activité morphiniques dans les cas d’overdoses). 
 
- À ne pas confondre avec les deux précédents points, une molécule peut aussi avoir une activité 
d’agoniste inverse. Par cela, on entend que la liaison du ligand produit un effet pharmacologique opposé 
à l’action constitutive du récepteur. 
 
Afin de mesurer ces effets, nous nous sommes appuyés sur la technique de Bioluminescence par 
Résonance de Transfert d’Énergie (BRET).259  Comme l’indique son nom, cette technique repose sur  le 
transfert d’énergie entre un accepteur (Green Fluorescent Protein, GFP) et un donneur (luciférase). Isolée, 
la luciférase catalyse la conversion de la coelenterazine A en colelenteramide en présence de dioxygène, 
créant ainsi sa couleur bleu caractéristique (480 nm). Cependant la proximité de GFP (< 10 nm) va induire 
un transfert d’énergie entre les deux entités en émettant cette fois une couleur verte (530 nm). Ce 
phénomène peut alors être mis à profit en les greffant sur deux protéines potentiellement impliquées entre 
elles lors de l’activation du récepteur (Figure 49). En cas de recrutement, la proximité de ce donneur et 
accepteur, va émettre la longueur d’onde caractéristique, mesurable à l’aide d’un fluoromètre. En infusant 
des concentrations croissantes du ligand à tester, il est alors possible de déterminer de la même façon que 
précédemment une courbe dose/réponse. La concentration à laquelle 50 % de l’effet biologique est 
produit s’appelle la dose efficace (EC50). Dans le cas des RCPG, Bouvier a largement contribué au 
Figure 48. Effets biologiques possibles suite à la liaison d’un ligand sur son récepteur. 
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domaine, en mettant aux point diverses technologies permettant de mesurer les processus biologiques 
impliqués dans ceux-ci.260,261,262  En branchant un accepteur sur une des protéines G et le donneur sur une 
autre protéine intracellulaire, il est possible de mesurer le recrutement des différentes protéines. 
 
Nous nous sommes particulièrement intéressés au processus EPAC et au recrutement de la β-
arrestine.263,264  Pour le premier cas (Figure 50), la GFP et la Rluc ont été greffées sur la protéine EPAC. 
En amont de la mesure, de la forskoline est introduite afin d’augmenter le niveau d’AMP cyclique qui 
vient alors s’intercaler entre le donneur et l’accepteur.265  L’activation du récepteur par le ligand 
enclenche le recrutement de Gi, qui va alors inhiber l’adénylate cyclase et donc la production de cAMP. 
Rluc et GFP se retrouvent à nouveau proches, ce qui produit un changement de longueur d’onde. La 
décroissance du signal peut alors être mesurée de façon dépendante de la concentration.  
Figure 49. Principe de la technique de Bioluminescence par Résonance de Transfert d’Énergie (BRET) 
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Pour ce qui est de la β-arrestine (Figure 51), la GFP est branchée en position C-terminale du récepteur, 
tandis que la luciférase est greffée sur la β-arrestine. Le recrutement de cette dernière va alors produire 









Figure 51. Mesure par BRET du recrutement de la β-arrestine suite à l’activation du récepteur. 





Avoir en main une molécule à la fois affine pour DOPr et activant EPAC, tout en limitant le processus 
de la β-arrestine est très encourageant. Toutefois, cela ne saurait être suffisant pour envisager son 
utilisation, si sa perméabilité à travers la BHE ou sa stabilité sont faibles. Il convient donc de mesurer ces 
paramètres. 
 
Une technique simple et rapide à réaliser pour modéliser la perméabilité passive (sans l’aide de 
transporteurs) est le logP ou logD7,14 (s’il est fait à pH physiologique). Il consiste au logarithme du rapport 
(Coctanol/CPBS), c’est-à-dire le rapport entre la concentration du composé dans l’octanol (qui modélise la 
partie lipophile de la membrane) sur la concentration dans l’eau (partie hydrophile de la membrane). 
L’eau est ici remplacée par du PBS qui est une solution aqueuse tampon à pH 7,14. La molécule à mesurer 
est agitée un certain temps dans un mélange octanol/PBS, puis chacune des phases est séparée par 
décantation, avant de mesurer la concentration du ligand (par HPLC dans notre cas). Ces mesures sont 
réalisées en triplicata. 
 
Pour pouvoir passer la BHE, il est généralement admis que le principe actif doit posséder un logD situé 
entre 2 et 4. En dessous, la molécule est trop polaire pour pouvoir espérer franchir la barrière. Au contraire 
une valeur supérieure, traduirait un caractère lipophile et se retrouverait alors piégée dans les tissus gras 
de l’organisme. Bien que très populaire chez les chimistes médicinaux, cette technique est aujourd’hui 
sujet à caution, du fait qu’elle ne traduit pas toutes les composantes de la perméabilité de la BHE. Elle 
constitue cependant un indice rapide, simple à obtenir et peu onéreux. Les valeurs de tPSA calculées et 
le temps de rétention en HPLC des différents composés, souvent utilisés comme indice de perméabilité 
et seront également présentés dans cette thèse. Des tests de perméabilité parallèles sur des membranes 
artificielles (PAMPA), prenant cette fois en compte tous les aspects de la perméabilité passive, auraient 
pu être envisagés. N’ayant pas encore l’expertise nécessaire pour cela, cela n’a pas été le cas. Ils 
pourraient toutefois être effectués pour les têtes de séries dans un futur proche. 
 
Concernant la stabilité plasmatique, les différents principes actifs sont infusés à concentration fixe dans 
du plasma de rat à 37 °C. La réaction biochimique est ensuite arrêtée à intervalle régulier avec une solution 
de méthanol contenant une concentration fixe d’étalon interne (Fmoc-Leucine). Après filtration des 
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protéines, les solutions sont ensuite analysées par Chromatographie Liquide à Ultra 
Performance/Spectrométrie de Masse (UPLC/MS), afin de mesurer la concentration relative du peptide 
par rapport à l’étalon interne. Après régression des données dans Graphpad, il est alors possible d’obtenir 
le temps de demi vie (T1/2), qui correspond au temps auquel 50 % du peptide est encore présent. La partie 
spectroscopie de masse permet de déterminer les fragments issus de la dégradation par les protéases. Tous 




Une fois les résultats d’affinités obtenus, une vague de calculs est réalisée afin d’obtenir une explication 
rationnelle des résultats obtenus. Bien que très pratique, cette technique est relativement simple et aucun 
ne saurait tirer des conclusions définitives. Ces modélisations et leur analyses ont été éfectuées par moi. 
 
Comme mentionné précédemment, grâce au projet d’amide scan, le professeur Yves Dory, a été capable 
de mettre au point un modèle de la leu-enképhaline dans DOPr. Pour cela, il a pris la structure 
cristallographique 4N6H sur la base de données de la Protein Data Bank (PDB). Il a ensuite docké 
successivement des molécules de taille croissante, afin d’accommoder progressivement la cavité du 
récepteur à l’aide du logiciel Schrödinger. Aidé par les résultats de l’amide scan, il a pu déterminer de 
quelle façon les amides étaient impliqués dans le repliement de la Leu-enképhaline. En s’inspirant de 
structures cristallographiques disponibles de la Leu-enképhaline, il a proposé une structure active 
probable, puis l’a amarrée dans le récepteur. Il a établi que pour avoir des résultats probants, il était 
nécessaire de laisser un degré de liberté de 15 Å dans la cavité lors du docking induit. Il a ensuite validé 
son hypothèse en dockant d’autres ligands connus de DOPr. En introduisant le Naltrindole dans ce 
nouveau récepteur et en suivant la même règle, il a pu observer que le récepteur était similaire à la 
structure de DOPr (4N6H).122 
 
En partant du modèle crée par le Pr Dory, les modifications sont apportées directement sur celle de la 
Leu-Enképhaline. La structure du ligand est alors minimisée (champs de force OPLS) à l’intérieur du 
récepteur avant de faire le docking à l’aide du logiciel Molecular Operating Environement (MOE).266  Ce 
docking est fait en laissant de la liberté au ligand ainsi qu’aux chaînes latérales des résidus du récepteur 
dans un rayon de 15 Å. Les cinq meilleures poses sont ensuite inspectées une à une afin de s’assurer de 
la présence des interactions essentielles de la partie message. 
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CHAPITRE 1 : MODIFICATIONS ISOSTÉRIQUES EN POSITION C-TERMINALE ET N-




La Leu-enképhaline malgré son innocuité et sa relative sélectivité pour DOPr ne peut être utilisée pour le 
traitement de la douleur en raison de sa rapide dégradation et de sa faible perméabilité dans le cerveau. 
Afin de parer à ces inconvénients, plusieurs modifications ont déjà été réalisées sur les chaînes 
latérales,211,224,225  et les liaisons amides de ce peptide.216,244–246  Outre une sélectivité pour DOPr parfois 
améliorée, il en est ressorti une meilleure stabilité ainsi qu’une modeste augmentation de la lipophilicité. 
Parmi ces modifications, l’insertion d’un acide aminé D en position 2, semble être décisive pour la 
stabilité; probablement par sa position critique au niveau du site de clivage des enképhalinases.267   
 
La faible augmentation de la perméabilité dans la BHE pourrait être expliquée par le fait qu’aucune des 
modifications généralement proposées dans la littérature ne concerne les extrémités en C-terminale et N-
terminale de la molécule, toutes deux chargées (respectivement -1 et +1). Or, ces deux charges ioniques 
contribuent grandement à la faible valeur de logD7.4 (< -1).268  La modification de ces positions est 
d’autant plus critique qu’elles sont essentielles pour l’activité (interaction de l’ammonium avec Asp194) 
ou la sélectivité (le carboxylate formerait un pont salin avec Arg291 et un pont H avec Trp284). Chaque 
mutation doit donc être pensée prudemment, au risque de changer le profil d’affinité ou d’activité des 
candidats. Ainsi le remplacement des fonctions carboxylate et ammonium par des isostères plus 
lipophiliques capables de conserver les interactions clés avec le récepteur permettrait d’augmenter la 
perméabilité tout en conservant leur affinité pour DOPr. Aussi étant proches des sites de clivages, leurs 
modifications pourraient également produire une plus grande stabilité plasmatique. 
 
I.1.1. Les isostères d’acide carboxylique dans la littérature. 
 
Plusieurs paramètres tels que le volume, la forme, la distribution électronique ou la lipophilicité doivent 
être pris en compte lorsque l’on considère le remplacement d’une fonction chimique par un bioisostère. 
Bien que ces grandeurs soient facilement prévisibles par calcul, l’effet de tels remplacements sur l’affinité 
 71 
ou l’activité biologique est plus difficile à rationaliser. Les isostères possibles d’acides carboxyliques 
peuvent être catégorisés en isostères acyliques ou cycliques. Quelques exemples jugés pertinents sont 




À l’inverse des fonctions cycliques (Figure 52b) rigides et plus limitées dans leurs possibilités 
d’interactions avec le récepteur, les différents analogues linéaires présentés (Figure 52a) ont l’avantage 
d’être flexibles et de pouvoir éventuellement s’adapter plus facilement aux résidus du récepteur. Bien 
Figure 52. Exemples d’isostères d’acides carboxylique (a) acyliques ou (b) cycliques. Les valeurs de 
pKa et de logD ont été calculées à partir des outils de la suite logicielle ChemAxon, en prenant R = 
CH3. 
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qu’offrant un gain conséquent d’hydrophobicité, les pKa élevés de l’acide hydroxamique et du 
sulfonamide, ne présagent pas la présence de charge négative à pH physiologique. À l’inverse, les pKa 
des acides phosphoriques, phosphiniques ou sulfoniques sont tous situés dans une gamme de pKa 
satisfaisants à nos critères, mais ont des valeurs de logD trop peu élevées. 
 
Les isostères cycliques quant à eux, ont une taille plus proche de l’acide et sont bien plus rigides. Cette 
caractéristique peut toutefois être bénéfique si l’analogue choisi est capable de parfaitement 
s’accommoder au schéma d’interactions avec le récepteur. Bien que l’isoxazole, le 5-oxo-1,2,4-
oxadiazole, l’acide squarique ou l’oxazolidinedione soient des bioisostères envisageables, le tétrazole, du 
fait de son encombrement moindre, a été considérée dans un premier temps pour le remplacement du 
carboxylate. 
 
Les tétrazoles sont parmi les isostères de carboxylate les plus couramment utilisés en chimie 
médicinale.269  Ils existent à l’équilibre entre deux protomères 1H et 2H (Figure 53). Bien que connus 
pour leurs capacités à former des ponts disalins avec les amidines et guanidines, la délocalisation de la 





Le remplacement du carboxylate de la Leu-enképhaline par un tétrazole a déjà été investigué par 
Manturevicz et al. en 2007, toutefois aucun résultat concernant les propriétés pharmacocinétiques de ce 
composé n’a été communiqué à ce jour, et ce malgré des résultats d’affinité proche de celle de la Leu-
enképhaline.272  
Figure 53. Les deux tautomères du tétrazole à l’équilibre et leurs possibles liaisons 
avec le récepteur DOPr. 
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I.1.2. Modifications en position N-terminale rapportées dans la littérature. 
 
Concernant la partie N-terminale, peu d’isostères d’ammonium sont décrits dans la littérature. Les 
stratégies autour de cette fonction reposent essentiellement sur l’acétylation de celle-ci. Une telle 
opération est inapplicable dans le cas de la Leu-enképhaline, où une forte baisse de l’activité est 
observée.273  De même, la dialkylation de l’ammonium résulte la plupart du temps par une activité 
antagoniste. Ainsi, la conversion d’une amine par un groupement respectant à la fois le mode d’interaction 
et peu encombrant n’est pas aisé. 
 
Figure 54. Structures chimiques de peptides opioïdes possédant une amine quaternaire (gauche) et de 
leur analogues ayant subis une guanidylation en position N-terminal (droite) 
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Il a cependant été démontré que le remplacement de l’amine terminale par un guanidyle sur des analogues 
d’endomorphines permettait d’augmenter leur propriété cationique (en augmentant leur pKa), favorisant 
ainsi la liaison de ces molécules sur les capillaires de la BHE, et par la suite l’entrée de ces ligands dans 
le cerveau par endocytose.274,275  C’est dans cette optique que l’équipe du Pr Schiller a effectué une 
stratégie similaire sur des peptides MOPr agonistes/DOPr antagonistes (Figure 54).276  Outre des valeurs 
d’affinité similaires aux peptides parents, il a surtout été constaté la conversion de l’activité de ces 
molécules en agoniste partiel ou total pour DOPr. L’effet d’une telle opération sur les propriétés 
pharmacocinétiques n’a malheureusement pas été détaillée. Peu de temps après, une autre équipe a réalisé 
une approche identique sur des analogues cycliques de la deltorphine, mixtes MOPr/DOPr, où des 
observations similaires ont pu être faites, ainsi qu’une stabilité protéolytique augmentée.277  À notre 




À la lumière des informations apportées dans les deux précédentes sections, le tétrazole apparaît comme 
un bon candidat pour le remplacement isostérique de l‘acide carboxylique, tandis que le guanidyl pourrait 
avantageusement se substituer à l’ammonium terminale. Ces modifications devraient pouvoir améliorer 
le profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline tout en conservant les interactions moléculaires clés 
avec DOPr. 
 
Nous proposons donc dans un premier temps de synthétiser des analogues de Leu-enképhaline (LE, 1) 
portant une leucine (LET, 2) ou une D-leucine-tétrazole (DLET, 3) en position 5, puis dans un deuxième 
temps l’ajout d’un guanidyle (GuaLE, 4) en position 1. Les deux mutations seront ensuite combinées 
(GuaLET, 5). De plus, il serait également intéressant d’étudier l’effet du tétrazole sur la D-Ala2-Leu5-
enképhaline (DALET, 6) et la D-Ala2-D-Leu5-enképhaline (DADLET, 7) pour lesquelles la présence 
d’un acide aminé en position 2 confère déjà une stabilité accrue. Finalement, l’éventuelle synergie des 
trois modifications sera analysée sur le composé comportant les trois variations (GuaDALET, 8). 
 
Après leur synthèse, l’affinité ainsi que leur efficacité biologique pour DOPr et MOPr de chacun de ces 
analogues seront déterminés, avant que soient mesurés leur logD. Le bénéfice de chacune des 
modifications apportées sur la stabilité sera également examiné. 
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Figure 55. Structures chimiques des composés cibles portant une, deux ou trois altérations en position 




1.2.1. Synthèse des Leucines-tétrazole 
 
Dans un premier temps, les leucines modifiées ont été préparées selon les procédures décrites dans la 
littérature (Schéma 4).278  Pour ce faire, la Fmoc-leucine commerciale a d’abord été convertie en amide 
en présence d’anhydride Boc et de carbonate d’ammonium, avant d’être déhydraté en nitrile par le 
traitement avec de l’anhydride trifluoroacétique. Le nitrile a ensuite été converti en tétrazole par une 
cycloaddition de Huisgen. Bien que les deux premières étapes se soient déroulées sans problèmes, la 
formation du noyau tétrazole a été plus problématique avec des rendements plus limités et des temps de 
réactions bien plus longs que ceux rapportés dans la littérature (jusqu’à 4 jours). Suspectant la mauvaise 
solubilité du composé 11 d’être responsable de ce phénomène, nous avons été heureux d’observer que 
l’addition de DMF jusqu’à la solubilisation totale de la mixture, permettait d’augmenter grandement 
l’avancement de la réaction, tout en ramenant le temps de reflux à seulement 16 h (Tableau 6).  
 
Tableau 6. Conditions de réactions pour la formation du tétrazole. 
 
Système de solvants Temps de réaction Rendements 
Isopropanol/Eau 4 jours 33-45 % 




1.2.2. Synthèse peptidique sur phase solide et modification en N-terminale 
 
Une fois les leucines-tétrazole des deux séries énantiomériques synthétisées, celles-ci ont été attachées 
sur la résine 2-chlorotrityle avec un taux de chargement supérieur à 80 %. Les différents analogues 
peptidiques ont ensuite été synthétisés de façon classique sur phase solide, via une stratégie Fmoc 
(Schéma 5). 
 
Pour ce qui est de l’insertion de la fonction guanidyle en position N-terminale, plusieurs solutions 
s’offraient à nous. La plupart des procédures recensées dans la littérature s’effectuent en solution et 












b), c), b),e), f)
a) AA5 (1.2 eq.), DIPEA (4 eq.), DMF, 16 h 
b) Piperidine (20 %) in DMF, 2x5 min 
c) Fmoc-AA-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.)
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 
d) Boc-Tyr-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.)
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 
e) N, N'-Di-Boc-S-methylisothiourée (1.5 eq.), Et3N (9 eq.)
    HgCl2 (3 eq.), DMF, 2 h 
f) TFA/TIS/eau (95/2.5/2.5), 2 h
AA2  :  Fmoc-Gly-OH 
            Fmoc-D-Ala-OH
AA5 : Fmoc-Leu-Tetrazole
          Fmoc-D-Leu-Tetrazole
          Fmoc-Leu-OH






protection orthogonale en C-terminal et plusieurs étapes sont nécessaires à la conversion de l’amine en 
guanidyle, complexifiant ainsi grandement la synthèse.277   
 
A l’inverse, la possibilité de réaliser cette transformation en phase solide apparaissait attrayante. 
Cependant, ces protocoles sont souvent associés à un coût excessif,279  une efficacité limitée,280,281  et la 
présence de réactions secondaires.282,283  Nous avons quand même tenté dans un premier temps de 
synthétiser le guanidyl en utilisant le réactif de Mukaiyama en présence d’urée (schéma 6). 
Malheureusement, aucun produit désiré n’a été formé et seul un pic majoritaire ayant une masse + 50 
unités par rapport à la masse attendue a pu être observé en UPLC/MS. Il s’est plus tard avéré que cette 
masse correspondait au peptide auquel avait été greffé un groupe N-methylpyridinium en position N-
terminal (13). Bien qu’éloigné de l’objectif initial, il serait tout de même intéressant d’analyser les 
propriétés biologiques de ce composé.  
 
Schéma 6.  
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Finalement, l’utilisation de chlorure de mercure II (HgCl2) à la place du réactif de Mukaiyama en tant 
qu’agent réducteur, a permis cette fois d’obtenir le composé souhaité (4). Bien que l’utilisation de HgCl2, 
molécule hautement toxique, en étape finale de la synthèse d’un composé bioactif puisse sembler risquée 
(possiblement néfaste pour les test biologiques), cette toxicité est contrebalancée par sa bonne solubilité 
dans le DMF, ce qui devrait permettre de l’éliminer totalement après les étapes de lavage et de 
purification. 
 
I.3. Résultats biologiques et discussion des résultats. 
 
I.3.1. Affinité des peptides 1-8 sur MOPr/DOPr. 
 
Une fois les différents dérivés d’enképhaline synthétisés, leur affinité sur les récepteurs DOPr et MOPr 
ont tous été vérifiés par des tests de radiocompétition sur des membranes cellulaires de rein humain 
embryonnaire (HEK, Human Embryonic Kidney) exprimant sélectivement chacun des deux récepteurs. 
Pour ce faire, une concentration croissante de Leu-enképhaline et des composés 2-8 ont été mis en 
compétition avec 1 nM de 125I-Deltorphine II (DOPr) ou de 125I-DAMGO (MOPr). 
 
Le remplacement du carboxylate terminal par un tétrazole dans les composés 2 et 3 a eu pour résultat une 
légère baisse de l’affinité envers les deux récepteurs. Ces résultats sont en contradiction avec ceux 
avancés précédemment par Manturevicz,272  où le composé 2 avait une valeur de Ki plus proche de celle 
de la Leu-enképhaline 1. A l’inverse, la conversion de l’amine terminale par un groupe guanidyle sur le 
composé 4 augmente de façon significative l’affinité, avec une préférence pour MOPr. Une constatation 
similaire peut être faite pour le peptide 5, où les deux mutations ont été combinées. L’ajout du tétrazole 
sur la structure du DADLE (6) diminue l’affinité du composé uniquement pour DOPr. En revanche cette 
modification est beaucoup plus tolérante dans le cas du DALET (7) avec des valeurs semblables à celles 
du composé 4. Au regard des valeurs de Ki pour les molécules 2, 3, 6, et 7, il semblerait que l’insertion 
d’une stéréochimie D sur la Leucine-tétrazole produise une sélectivité inverse à celle du DADLE pour 
MOPr. Finalement, la combinaison des trois altérations (guanidyle en position N-terminal, D-Ala2 et 
tétrazole en position C-terminal) sur le composé 8, avec des valeurs biologiques proches de la Leu-




Tableau 7. Affinité in-vitro des peptides 1-8. 
 
Entrée Séquence Kia DOPr (nM) Kia MOPr (nM) Sélectivitéb 
1 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0,41 ± 0,08 0,32 ± 0,06 0,78 
2 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 1,24 ±  0,51 2,22 ± 0,55 1,79 
3 Tyr-Gly-Gly-Phe-D-Leu(T) 3,10 ± 0,76 3,03 ± 0,52 0,98 
4 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0,29 ± 0,15 0,05 ± 0,02 0,17 
5 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 1,61 ± 0,44 0,25 ± 0,10 0,09 
6 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu(T) 1,41 ± 0,50 0,29 ± 0,07 0,20 
7 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 0,36 ± 0,13 0,24 ± 0,07 0,66 
8 Gua-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 0,32 ± 0,07 0,20 ± 0,06 0,62 
aLes valeurs de Ki sont des moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs de 
sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr. 
 
I.3.2. Efficacité cellulaire des peptides 1-8. 
 
L’efficacité biologique des différents analogues synthétisés a ensuite été évaluée. Pour cela, nous nous 
sommes intéressés à deux voies de signalisations intracellulaires conséquentes à l’activation des 
récepteurs opioïdes par un agoniste : la voie adénylate cyclase et la voie β-arrestine. Lors de l’activation 
du récepteur, le biosenseur appelé EPAC, voit sa quantité d’AMPc liées à celui-ci diminuer, dû à 
l’inhibition de l’adénylate cyclase, par la protéine Gi relâchée. La deuxième est recrutée par le RCPG 
suite à la phosphorylation du récepteur en N-terminal, et est responsable du phénomène de tolérance aux 
opioïdes. Ainsi, l’obtention d’agonistes biaisés capables d’activer la première voie de signalisation tout 
en limitant la deuxième serait d’un grand intérêt thérapeutique. Afin d’étudier ces deux phénomènes, la 
technologie BRET a été utilisée (voir Introduction, I.5.3. pour une description complète). 
 
 
Tous les analogues testés présentent un profil agoniste total pour EPAC sur les deux récepteurs, avec des 
valeurs similaires à celle de la Leu-enképhaline, à l’exception des composés 2 et 3. Cela peut être imputé 
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par la plus faible affinité de ces derniers. En effet, les données présentées au tableau 8 suivent 
globalement la même tendance que le tableau 7, tant pour l’EC50 que pour la sélectivité. 
 
Tableau 8. Efficacité biologique in-vitro des peptides 1-8 sur la voie de signalisation EPAC. 
 





1 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0,15 ± 0,03 1,89 ± 0,45 12,6 
2 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 2,87 ± 0,84 15,7 ± 6,10 5,41 
3 Tyr-Gly-Gly-Phe-D-Leu(T) 3,32 ± 2,30 10,4 ± 4,80 3,13 
4 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 0,18 ±0,10 0,74 ± 0,33 4,11 
5 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 0,85 ± 0,24 2,33 ± 1,04 2,74 
6 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu(T) 0,49 ± 0,04 1,07 ± 0,34 2,18 
7 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 0,25 ± 0,12 0,60 ± 0,38 2,40 
8 Gua-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 0,10 ± 0,06 0,38 ± 0,29 3,80 
aLes valeurs d’EC50 sont des moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs 
de sélectivité sont calculées par le rapport EC50 MOPr/EC50 DOPr. 
 
Concernant le recrutement de la β-arrestine (Tableau 9), nous avons été heureux de constater que tous 
les composés ont des valeurs d’EC50 inférieures à celle de la Leu-enképhaline, à l’exception du composé 
4 modifié uniquement en N-terminal. Ainsi, il est apparu que le remplacement du carboxylate par un 
tétrazole avait pour résultat de limiter de façon significative le recrutement de la β-arrestine. Le résultat 
le plus spectaculaire a été observé dans le cas des peptides 3 et 5. Cet effet semble toutefois être limité 










Tableau 9. Efficacité biologique in-vitro des peptides 1-8 sur le recrutement de la β-arrestine. 
 




1 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 2,66 ± 1,62 485 ± 81,6 
2 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 27,5 ± 9,06 2904 ± 1562 
3 Tyr-Gly-Gly-Phe-D-Leu(T) 92,4 ± 19,2 1848 ±  546 
4 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 5,32 ± 1,96 304  ± 44,8 
5 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 71,6 ± 18,9 1440 ± 603 
6 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu(T) 17,9 ± 7,19 356 ± 178 
7 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 3,02 ± 0,46 685 ± 117 
8 Gua-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 13,2 ± 2,69 278 ± 831 
aLes valeurs d’EC50 sont des moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. 
 
I.3.3. Rationalisation des propriétés pharmacodynamiques par modélisation moléculaire. 
 
Afin de mieux comprendre les résultats obtenus dans les deux sections précédentes, les différentes 
modifications effectuées ont été modélisées dans le récepteur DOPr (Figure 56). Pour ce faire, le modèle 
crée au laboratoire a été repris, et les modifications ont été apportés à même la structure de la Leu-
enképhaline grâce au module d’édition du logiciel MOE. Les différentes expériences de docking ont 
ensuite été réalisées en laissant les chaînes latérales du récepteur, libres dans un rayon de 15 Å. 
 
Comparé au carboxylate de la Leu-enképhaline (Figure 56a), un léger déplacement du tétrazole est 
observable pour le composé 2 (Figure 56b). Il en résulte une perte de l’interaction avec Trp284, qui 
pourrait éventuellement expliquer la plus faible affinité de ce composé. En revanche, l’ajout d’une D-
alanine en position 2 sur le composé 6 (Figure 56d), provoque une rigidification de la conformation du 
peptide par la stabilisation du coude β entre le deuxième et le quatrième amide. La pénétration légèrement 
plus profonde de la molécule dans le site actif qui en découle, permet au tétrazole de s’accommoder plus 
facilement aux résidus Arg291 et Trp284 afin d’adopter un mode de liaison quasi identique à celui de la 






Figure 56. Modélisation moléculaire des différentes modifications sur le récepteur DOPr (4N6H). (a) 
Leu-enképhaline (compose 1) ; (b) Leu-enképhaline-tétrazole (composé 2) ; (c) Guanidyl-Leu-
enképhaline (composé 4) ; (d) D-Alanine-Leu-enképhaline-tétrazole (composé 7). Les liaisons 
hydrogènes formées entre le ligand et le récepteur sont représentées par des pointillés jaune. 
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La partie « message » du récepteur est somme toute assez similaire dans les quatre poses, y compris lors 
du remplacement de l’amine par une guanidine sur le composé 4 (Figure 56c). En effet, il est possible de 
constater que le groupe guanidinium se positionne de façon adéquate afin de former un double pont salin 
avec Asp128. Le résidu Asn131 connu pour stabiliser l’état inactif de DOPr via un réseau polaire avec le 
site orthostérique sodium, est ici également réquisitionné par le groupe guanidyle poussant probablement 
encore plus le récepteur vers une de ses conformations actives. Toutefois, une conclusion différente avait 
été avancée par l’équipe du Pr Schiller, où un décalage de la molécule était constaté lors de la présence 
du groupe guanidyle en N-terminal.276  Cette différence peut s’expliquer par le recours au docking induit 
dans notre cas, ce qui permet au récepteur de s’adapter au ligand de la même façon que le ferait une 
protéine dans la nature. 
 
Les composés 3 et 4 présentés en figure 57, comportant une D-Leucine-tétrazole en position 5 semblent 
moins à même d’orienter correctement le noyau tétrazole, ce qui pourrait expliquer leurs plus faibles 




Figure 57. Modélisation moléculaire des composés (a) D-Leu-enképhaline tétrazole (composé 3) ; (b) 
D-Ala2-D-Leu5-enképhaline-tétrazole (composé 6) sur le récepteur DOPr (4N6H). 
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L’insertion simultané d’un guanidyle et d’un tétrazole sur les molécule 5 et 8, permet de faire pénétrer 
les ligands plus profondément dans le récepteur, de façon à ce que le tétrazole puisse s’accommoder plus 
efficacement avec Arg291 et Trp284. De plus, l’ajout supplémentaire d’une D-alanine sur la molécule 8 
a eu pour résultat de positionner le guanidyle de façon similaire au composé GuaLE (4) 
 
I.3. Propriétés pharmacocinétiques. 
 
Ayant à notre disposition plusieurs molécules possédant un profil pharmacodynamique sur DOPr 
équivalent ou amélioré, nous avons voulu valider l’influence de chacune des modifications sur leurs 
propriétés pharmacocinétiques. Ainsi, les composantes physico-chimiques des différents peptides ont 
d’abord été calculés et/ou mesurés, avant de vérifier leur stabilité plasmatique. 
 
I.3.1 Paramètres physico-chimiques. 
 
Comme il l’a été indiqué plus tôt, le logD est une mesure facile à réaliser, et représente le rapport de la 
concentration d’un composé dans l’octanol sur la concentration dans une phase aqueuse (ici le PBS 
Figure 58. Modélisation moléculaire des composés (a) Guanidyl-Leu-enképhaline-tétrazole (composé 
5) ; (b) Gua-D-Ala2-D-Leu5-enképhaline-tétrazole (composé 8) sur le récepteur DOPr (4N6H). 
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tamponné à pH physiologique 7,4) et représente un premier indice de la perméabilité dans le cerveau 
(bien que non suffisant).284  Leurs valeurs pour les peptides 1-8 ont été calculées in silico et mesurées 
expérimentalement. Bien que les valeurs calculées et mesurées soient relativement proches pour la Leu-
enképhaline 1 et le peptide 8, elles diffèrent grandement pour tous les autres dérivés. L’omission du 
repliement des peptides dans l’octanol, des facteurs stéréochimiques ou des interactions non-covalentes 
par le logiciel, pourrait expliquer ce décalage.285,286  Tous les ligands synthétisés présentent un logD 
augmenté par rapport à la Leu-enképhaline, validant ainsi notre première hypothèse. L’effet le plus 
notable a été obtenu pour l’analogue 8 avec un gain de deux unités de log. Avec une telle valeur, le 
composé 8 se situe au-dessus du logD mesuré de la codéine, laissant présager une bonne distribution dans 
le cerveau.287   
 
 
La surface totale de l’aire polaire (tPSA), représentant la somme de toutes les contributions polaires d’une 
molécule, est également un bon indice pour la prédiction du transport d’un médicament à travers la 
BHE.288  Comme l’ajout de nombreux atomes polaires le laissait prévoir, tous les composés possèdent 
des valeurs de tPSA supérieures à celle du peptide parent. Avec des valeurs situées aux dessus de 200 Å2, 
on est bien loin de la limite de 90 Å2. Il faut toutefois considérer que cette règle statistique est plus 
pertinente pour des petits ligands, que pour des peptides désobéissant déjà à la plupart des règles de 
Lipinski.268,288,289  De plus, plusieurs composés avec des tPSA similaires ont démontré une activité sur le 
système nerveux central.194,290,291  
 
Figure 59.  Coefficient de partition des composés 1-8. 
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Il peut être également intéressant d’observer les temps de rétention des différents analogues en HPLC. 
En effet, la rétention des composés en fonction de leur lipophilicité croissante sur la silice C18, permet 
parfois d’avoir une estimation de leur polarité. Malheureusement peu des temps de rétention relevés ont 
corrélé avec les autres paramètres physico-chimiques. 
 
Tableau 10. Paramètres pharmacocinétiques calculés et mesurés des peptides 1-8. 
 
Entrée Séquence Tr 
(min) 
logD7.4 clogDa tPSAa 
(A2) 
LLEb 
1 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 16,05 -1,37 -1,86 204,4 11,2 
2 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 15 ,80 -0,71 -1,57 215,83 9,25 
3 Tyr-Gly-Gly-Phe-D-Leu(T) 17,13 -0,18 -1,57 215,83 8,66 
4 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 16,62 -0,42 -1,58 240,40 10,2 
5 Gua-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(T) 16,42 0,02 -0,13 239,80 9,09 
6 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu(T) 17,41 -0,07 -1,00 215,83 9,38 
7 Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 16,21 0,35 -1,00 215,83 9,25 
8 Gua-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu(T) 16,84 0,53 0,44 239,80 9,47 
aLes valeurs de clogD et de tPSA ont été calculé par la suite logicielle ChemAxon. bLLE : Efficacité 
Lipophilique d’un Ligand calculée par la formule LLE = pEC50 - logD7,4.  
 
Bien que tous ces paramètres soient encourageants quant à la perméabilité du composé 8 à travers la BHE, 
il faut garder en tête qu’ils ne concernent que le passage passif à travers cette membrane. Cependant 
l’éventuelle interaction favorable du groupe guanidyle du composé 8 avec l’albumine, pourrait venir 
s’ajouter à ce phénomène afin d’augmenter l’accès au cerveau.274,275  
 
Dans un dernier temps, l’efficacité lipophilique des ligands (LLE, Ligand Lipophilicity Efficiency) a été 
mesurée. Ce paramètre, combinant à la fois l’activité d’un composé avec sa lipophilicité, permet d’établir 
l’efficacité de la modification d’un produit sans prendre en compte sa contribution lipophilique.292  Il est 
établi qu’un bon candidat médicament devrait idéalement se situer aux dessus de 6 (pKi > 8 et logP > 




I.3.2 Stabilité plasmatique. 
 
La lipophilicité de nos composés établis, nous avons voulu étudier l’influence de chacune des 
modifications sur la stabilité plasmatique. Ainsi, les peptides 1, 2, 4, 5, 7 et 8 ont été infusés dans une 
solution de plasma murin à 37 °C, conformément au protocole établi au préalable au laboratoire.216  
 
Le remplacement de l’acide carboxylique par un tétrazole (composé 2) n’améliore pas la stabilité 
plasmatique avec un temps de demi vie comparable à celui du composé 1. Ceci était prévisible, étant 
donné que les aminopeptidases et les enképhalinases attaquent essentiellement au niveau du premier et 
du troisième amide.293  En revanche, l’homologation en N-terminal par un guanidyle (composé 4) a résulté 
en une légère amélioration de la stabilité. L’ajout d’une D-Alanine sur le composé 7 a permis d’augmenter 
la stabilité jusqu’à 3 h, confirmant l’aspect critique de cette position. Finalement, l’ajout simultané d’un 
guanidyle et d’un tétrazole sur une même molécule (composé 7 et 8) a eu pour résultat de conserver 
l’intégrité des peptides, même après 6 h. 
 
Ainsi, la protection concomitante des sites C-terminal et N-terminal est apparue essentielle afin d’obtenir 
une stabilité optimale, tandis que la protection uniquement sur un des deux côtés offre des résultats plus 
limités, voire inexistants. 
 
Tableau 11. Stabilité plasmatique (ex vivo) des peptides 1, 2, 4, 5, 7, 8 
 
Entrée T1/2 (min) Fragments de dégradation 
(Temps de première apparition)a 
1 1,83 Gly-Gly-Phe-Leu (1 min) 
2 1,45 Gly-Gly-Phe-Leu (T) (1 min) 
4 15,77 Gly-Gly-Phe- Leu (1 min) 
5 > 6 h N.O. 
7 3 h Gly-Gly-Phe-Leu(T) (60 min) 
8 > 6 h N.O. 













Figure 60. Stabilité (ex vivo) plasmatique des peptides 1, 2, 4, 5, 7 et 8 à 37 °C. 
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I.4. Conclusions et perspectives. 
 
Dans le cadre de cette étude, l’influence de plusieurs modifications isostériques en position N-terminal et 
C-terminal sur les propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques de la Leu-enképhaline ont été 
testées. Après une synthèse en trois étapes de la Leucine-tétrazole, celle-ci a été attachée sur support 
solide avant de poursuivre la synthèse peptidique des analogues désirés, de manière classique. La fonction 
guanidyle a, quant à elle, été introduite directement en phase solide, simplifiant ainsi la synthèse et la 
purification des composés portant cette modification. 
 
Les tests d’affinité et d’efficacité sur DOPr et MOPr qui ont suivi ont révélé des valeurs similaires à celle 
de la Leu-enképhaline, à l’exception des composés 2 et 3 sur lesquels uniquement le carboxylate avait 
été remplacé par un tétrazole. L’ajout d’une D-Alanine en position 2 a permis de limiter cet effet, tandis 
que l’homologation de l’amine terminale par une guanidine a résulté en une meilleure affinité non 
sélective. Lorsqu’un guanidyl, une D-Alanine et un tétrazole ont été ajoutés parallèlement dans le même 
analogue 8, un meilleur équilibrage de ces différentes tendances a pu être observé, avec des valeurs 
d’affinité et de sélectivité similaire à la Leu-Enképhaline. Concernant le recrutement de la β-arrestine, 
l’introduction d’un tétrazole en C-terminal semble limiter ce processus à notre grand plaisir. 
 
Dans la deuxième partie, les mesures de lipophilicité effectuées ont révélé une augmentation générale du 
logD, en particulier pour le composé 8 pour lequel un gain de 2 unités a été constaté. La substitution par 
le tétrazole n’as pas démonté d’effet sur la stabilité plasmatique, tandis que le guanidyle a apporté une 
légère amélioration. En revanche, la combinaison des deux mutations semble être suffisante pour protéger 
efficacement le peptide de façon spectaculaire. 
 
Ainsi, toutes ces données suggèrent que l’approche utilisée, en permettant de conserver le profil 
pharmacocinétique du peptide parent, tout en améliorant de façon significative la lipophilicité et la 
stabilité, pourrait être une stratégie viable afin de transformer des agonistes DOPr efficaces, en de 
meilleurs candidats médicaments. Bien que ces résultats soient très encourageants, il faut garder en tête 
que notre objectif au laboratoire, reste le développement d’agonistes sélectifs DOPr. Cet aspect devra 
donc être la prochaîne étape à prendre en considération, avant d’envisager d’éventuels tests in vivo. On 





Concernant l’analogue 13 obtenu par hasard lors des essais de guanidylation, les résultats préliminaires 
(Tableau 12) suggèrent une affinité et une activité sur DOPr similaires au composé 1. 
 
Tableau 12. Propriétés pharmacodynamiques du peptides 1, 4 et 13. 
 








EC50c EPAC  
MOPr (nM) 




1 0,46 ± 0,09 0,37 ± 0,09 0,80 0,15 ± 0,03 0,89 ± 0,45 2,66 ± 1,62 485 ± 81,6 
4 0,29 ± 0,15 0,05 ± 0,03 0,17 0,18 ± 0,10 0,74 ± 0,33 5,32 ± 1,96 304 ± 44,8 
13 0,30 ± 0.06 0,17 ± 0.04 5,6 0,19 ± 0.25 18,1 ± 0.4 1,54 ± 0,57 123 ± 63,0 
aLes valeurs de Ki sont les moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs de 
sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr. cLes valeurs d’EC50 sont la moyenne de +/- 
S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. 
 
Ce résultat peut s’expliquer par le fait qu’avec un pKa aux alentours de 10, l’espèce majoritaire est 
constamment protonée à pH physiologique au niveau de l’amine sp2. Ainsi, ce nouveau motif agit comme 
une rigidification de la fonction guanidyl précédemment introduite. Malgré le fait que le recrutement de 
la β-arrestine semble inchangé comparé au composé 4, il est nécessaire de prendre en considération le 
fait que seul une activation partielle de cette voie de signalisation a été observée pour MOPr. Il est donc 
fort probable que ce nouveau composé possède un profil biaisé en faveur de la voie AMPc (Figure 61a 
et 61b). 
 
La taille imposante de cette fonction aurait pu laisser craindre la conversion du composé vers un 
antagoniste, toutefois la modélisation de cette molécule dans le récepteur DOPr (Figure 61c) semble 
indiquer que le noyau pyridyle est capable de se positionner adéquatement afin de ne pas engendrer de 
gêne stérique sur Trp174 et Met132. 
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Cependant le logD mesuré de ce composé, avec une valeur de -0,74 semble apporter une contribution 
lipophilique moindre que le groupement guanidyl (logD = -0,42). Il serait toutefois intéressant de réaliser 
la synthèse des analogues portant à la fois le N-méthylpyridinium en N-terminal et le tétrazole en C-
terminal (Figure 62). Les tests de stabilité plasmatiques indiquent un temps de demi-vie de 30 min 
Figure 61. Recrutement de la β-arrestine du composé 13 sur le récepteur MOPr (a) ou le 




Au cours de la recherche d’isostères d’acide carboxylique, le 5-oxo-1,2,4-oxadiazole est apparu comme 
un deuxième candidat envisageable avec un pKa de 6 et un clogD de -1. À y regarder de plus près, cette 
fonction pourrait même donner des résultats encore plus intéressants quant à l’affinité pour DOPr. En 
effet, contrairement au tétrazole ou le tautomère est délocalisé, celui-ci est peuplé 100 % du temps à un 
seul endroit sur le 5-oxo-1,2,4-oxadiazole (Figure 63). De plus, le carbonyle en position 3 pourrait 
éventuellement aller chercher de nouvelles interactions avec le récepteur (Figure 64). 
Figure 62. Proposition de développement de la série. 
Figure 63. Équilibre tautomérique à pH 7,4 du (a) tétrazole (b) 5-oxo-1,2,4-oxadiazole. Les populations 
relatives ont été calculé avec la suite logicielle Chemaxon. 
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Cette leucine modifiée pourrait être facilement synthétisée en deux étapes en partant de la Fmoc-Leucine-




Figure 64. Docking induit de la molécule proposée Leu-Enképhaline-5-oxo-1,2,4-
oxadiazole dans le récepteur DOPr 4N6H. 
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2.1.1 Exploration de Phe4 dans la littérature. 
 
Les précédents travaux au laboratoire ont permis de proposer un premier modèle de la conformation 
active de la Leu-enképhaline dans le récepteur DOPr. Néanmoins une incertitude plane toujours sur le 
possible positionnement de la phénylalanine en position 4 du peptide. En effet, malgré que le squelette 
de la Leu-enképhaline soit stabilisé par un coude β, la chaîne latérale de Phe4 est connue pour posséder 
une forte mobilité.247,248  Plusieurs équipes suggèrent que la proximité des deux cycles aromatiques (< 7 
Å) du peptide favoriserait DOPr, alors qu’elle serait nuisible pour MOPr.249–251,294,295  Des mesures de 
conformation du DADLE (sélectif à DOPr) en phase gazeuse confirment d’ailleurs cette hypothèse, où 
les deux cycles sont dans le même voisinage, à l’inverse de la Leu-enképhaline (Figure 65).254  
 
Figure 65. Les conformations du DADLE (a) et de la Leu-
enképhaline (b) en phase gazeuse, semblent suggérer que la 
proximité spatiale des noyaux aryles favorise la sélectivité 
pour DOPr.  
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Les modèles proposés par Mosberg pour les macrocycles sélectifs à DOPr JOM-13 et DPDPE, présentent 
également cette caractéristique.237  Cependant, le fort degré de liberté de cette chaîne latérale ne nous 
permet pas de confirmer cette hypothèse dans le cas des peptides linéaires. Il est même fort possible 
qu’elle change d’emplacement d’un peptide à un autre. 
 
Afin d’étudier les exigences structurelles autour de cette position, Schiller et al. ont introduit  en 1982 un 
groupement nitro en position para de la phénylalanine sur la Leu-enképhaline, ainsi que sur la séquence 
commune avec la dynorphine, ligands sélectifs KOPr.296  Là où cette modification a résulté en une 
meilleur affinité sur MOPr et DOPr pour l’enképhaline, l’inverse s’est produit dans le cas de la 
dynorphine. L’année suivante, la même équipe a reproduit cette stratégie en l’étendant cette fois à 
plusieurs ligands sélectifs à MOPr ou DOPr, et une conclusion similaire a pu être établie.297  Il est ressorti 
de cette étude, que contrairement à MOPr et DOPr qui semblent posséder un site actif semblable pour 
Phe4, KOPr adopte un environnement différent.  
 
Figure 66. La nitration en para de Phe4 sur la Leu-enképhaline et la dynorphine se 
traduit de façon différente au niveau l’efficacité biologique pour MOPr et DOPr. 
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À peu près à la même époque, Maeda et al. ont introduit divers substituants fluorés sur les cycles 
aromatiques de Tyr1 et Phe4.230  De cette série, seul le composé comprenant un atome de fluor en para de 
Phe4 s’est démarqué au niveau des valeurs d’efficacité biologique. Une explication de l’efficacité de cette 
molécule a été avancée en 2015 par Rosa et al. dans une étude où les auteurs ont réalisé une halogénation 
systématique en position ortho et para de Phe4.298  En effet, la densité électronique légèrement négative 
du fluor en position para (dans l’axe de la liaison C-F), permet à celui-ci d’agir en tant qu’accepteur de 
liaison hydrogène avec T256.299 Les autres halogènes possédant en revanche la propriété inverse (charge 
partielle positive dans l’axe C-X, appelé trou sigma), seraient incapables de reproduire cette interaction 
avec la thréonine et créeraient alors de la gêne stérique en diminuant l’affinité au récepteur de façon 









Figure 67. L’halogénation de Phe4 modifie la liaison de la Leu-enképhaline selon deux modes 
différents : Formation d’une liaison hydrogène en position para (a) ou formation d’une liaison halogène 
en ortho (b) avec le squelette du récepteur DOPr. 
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Concernant la position ortho de Phe4, l’inverse a pu être constaté où la formation d’un lien halogène avec 
le squelette de la protéine, favorisé par la taille croissante de l’halogène est cette fois bénéfique pour 
l’affinité. Il est toutefois important de noter que les auteurs ont choisi de docker une conformation étendue 
de la Leu-enképhaline obtenue à partir de RMN 2D, différente de la structure proposée par notre équipe. 
Ainsi, bien que les conclusions avancées quant aux interactions formées soient véridiques, il est fort 
probable que les résidus du récepteur impliqués dans ces liaisons intermoléculaires diffèrent. 
 
Tous les résultats mentionnés précédemment ont d’ores et déjà apporté de précieuses informations sur la 
compréhension des paramètres autour de cet acide aminé pour l’affinité des ligands opioïdes. Néanmoins, 
une approche rationnelle mettant en jeu une plus grande diversité de fonctions chimiques est encore 
manquante. C’est donc avec cet objectif en tête que les travaux du présent chapitre ont été menés. 
 
2.1.2 Approche rationnelle en suivant le diagramme de Topliss. 
 
L’émergence du concept de relation structure-activité dans les années 1960, notamment grâce aux travaux 
de Hansch, a permis de rationaliser significativement l’optimisation de médicaments candidats par la 
quantification de modifications structurelles à l’intérieur d’une série d’analogues (QSAR, Quantitative 
Structure-Activity Relationship).299–301    Ces méthodes reposent sur l’évaluation de plusieurs paramètres 
physico-chimiques des différentes modifications sur l’efficacité biologique. Les descripteurs les plus 
couramment utilisés sont la constante d’hydrophobicité pi,302    représentant la contribution lipophilique 
d’une fonction par rapport à l’hydrogène; la constante de substitution de Hammett σ,303    symbolisant le 
caractère électrodonneur ou électroattracteur d’un groupe chimique (seulement en position méta et para, 
la contribution stérique étant trop importante pour la position ortho); ou le facteur stérique de Taft 
Es,304,305    calculé à partir de valeurs standards.  
 
Toutes ces valeurs sont disponibles dans la littérature et peuvent être corrélées à l’activité d’une série 
d’analogues linéairement (Équation 1a), ou de façon parabolique (Équation 1b).306,307    
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L’interprétation de telles données permet ensuite de prédire l’efficacité de modifications ultérieures. Bien 
qu’efficace, une telle approche nécessite hélas la synthèse de nombreux composés en amont afin d’avoir 
une base de données fiable. De plus la nécessité d’avoir recours à des méthodes mathématiques peut 
rebuter la plupart des chimistes et en limiter l’usage aux experts en QSAR. 
 
Afin de remédier à ces limitations, Topliss a proposé en 1976, plusieurs méthodes reposant sur les mêmes 
concepts que précédemment, mais ne nécessitant pas l’usage de méthodes statistiques compliquées, les 
rendant ainsi accessibles à un plus grand nombre de chimistes médicinaux.308,309,  Une des plus répandues 
présentée à la Figure 68, est l’arbre décisionnel de Topliss. Cette approche, efficace lorsqu’un seul noyau 
aromatique doit être optimisé, s’est ensuite répandue dans de nombreuses campagnes d’optimisation au 
cours des cinquante dernières années, du fait de sa simplicité et du nombre relativement restreint de 
composés à synthétiser.  
Figure 68. Arbre décisionnel de Topliss. 
Équation 1. 
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Dans un cas classique, l’analogue 4-Cl est d’abord synthétisé et comparé à l’activité du composé parent. 
Une efficacité améliorée traduit généralement une contribution positive de l’hydrophobicité (+pi) ou de 
l’électronégativité (+σ) du groupement, ou bien une combinaison des deux. L’étape suivante est alors de 
passer au composé 3,4-Cl2 où ces deux paramètres sont exacerbés, et devraient logiquement résulter en 
une efficacité augmentée (Figure 69).  
 
 
Dans le cas où le composé 4-Cl possèderait une efficacité similaire au composé de départ (Figure 70), 
une influence lipophilique bénéfique +pi contrebalancée par une influence néfaste de l’électronégativité 
(+σ) pourrait être mis en cause. Le remplacement de cette fonction par un méthyle dépourvu de caractère 




Figure 69. Décision lorsque l’activité du composé 4-Cl est supérieure à celle du composé 
parent. 
Figure 70. Décision lorsque l’activité du composé 4-Cl est similaire à celle du composé 
parent. 
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Dans le dernier cas de figure (Figure 71), une perte d’activité sur la molécule 4-Cl pourrait être provoquée 
par un encombrement stérique en position 4 ou un apport négatif +pi ou +σ. Dans l’hypothèse où ce 
phénomène serait essentiellement dû au caractère électroattracteur du chlore, la synthèse du composé 4-
OMe électrodonneur (-σ) et légèrement hydrophile (-pi), devient une solution envisageable. 
 
 
En résumé, le cheminement de toutes ces étapes logiques permet au final d’obtenir un composé au profil 
pharmacodynamique optimisé. Il faut toutefois noter que les substitutions présentes dans le diagramme 





















De façon similaire au chapitre précédent, tous les peptides de ce chapitre ont été synthétisés sur phase 





Au cours de notre exploration, nous avons eu besoin du composé Fmoc-Phe(3,5-Cl2)-OH. Celui-ci n’étant 
pas disponible commercialement, il a donc été nécessaire de le synthétiser. Pour ce faire, nous sommes 
partis du résidu Boc-iodoalanine-OMe commercial, lequel a subi un couplage de Negishi en présence de 










a) Fmoc-Leu-OH (1,2 eq.), DIPEA (4 eq.), DMF, 16 h
b) Piperidine (20 %) dans DMF, 2x5 min 
c) Fmoc-Phe(X)-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.),
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h
d) Fmoc-Gly-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.), 
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 
e) Boc-Tyr(OtBu)-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.), 
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 





second temps, l’ester a été hydrolisé en condition basique avant de déprotéger le groupe protecteur Boc 




2.3.1 Propriétés pharmacodynamiques et progression selon l’arbre de Topliss (Figure 72) 
 
Conformément au diagramme de Topliss, le composé 4-Cl (22), ainsi que ses trois ramifications (4-OMe; 
4-Me; 3,5-Cl2) ont d’abord été synthétisés. Leur affinité ainsi que leur efficacité biologique pour DOPr 
et MOPr (Tableau 3) ont ensuite été comparées à celles de la Leu-enképhaline pour le composé 22, puis 
à celles de ce dernier pour les composés 23, 24, 25. Le peptide 4-Cl (22) semble conserver une affinité 
pour DOPr moindre que celle du peptide parent, conformément aux valeurs obtenues par Rosa et al, bien 
qu’une activité biologique similaire soit observable.298  Concernant les trois autres peptides, les peptides 
24 et 25 conservent une activité proche de celle du composé 22, bien que le composé 24, méthylé en 
position para, se démarque par une baisse d’affinité sur DOPr. Le composé 23 portant un 4-OMe est 
également caractérisé par une baisse tant au niveau de l’affinité que de l’activité. Tous les peptides 
mentionnés précédemment sont également accompagnés d’une meilleure sélectivité pour DOPr au niveau 
de l’activité, confirmant le rôle primordial de la position Phe4 dans la partie adresse de la Leu-
enképhaline. Au vu des valeurs obtenues, la suite logique était de poursuivre avec le composé 26 sur 




Tableau 12. Affinité in-vitro des peptides 1, 22-29. 
 









1 H 0,41  ± 0,08 0,31 ± 0,08 0,76 0,15 ± 0,02 0,89 ± 0,45 5,93 
22 4-Cl 0,70 ±  0,31 0,23 ± 0,03 0,26 0,11 ±  0,05 23,9 ± 9,50 354 
23 4-OMe 4,57 ± 1,07 0,54 ± 0,14 0,10 3,20 ± 2,50 111 ± 87,0 89,8 
24 4-Me 11,6 ± 3,50 3,38 ± 1,96 0,29 0,11 ± 0,03 25,1 ± 9,02 228 
25 3,4-Cl2 0,55 ± 0,09 0,68 ± 0,20 1,24 0,11 ± 0,03 4,50 ± 1,80 55,8 
26 3-Cl 0,14 ± 0,03 0,02 ± 0,03 0,78 0,08 ± 0,04 3,89 ± 2,36 48,6 
27 3-CF3 0,64 ± 0,06 0,14 ± 0,10 0,22 0,14 ± 0,05 9,82 ± 9,02 70,1 
28 3-NO2 0,43 ± 0,05 0,32 ± 0,25 0,74 0,11 ± 0,00 11,8 ± 3,50 107 
29 3,5-Cl2 0,45 ± 0,20 1,80 ± 0,05 4,50 0,04 ± 0,00 0,38 ± 9,02 9,50 
aLes valeurs de Ki ou d’EC50 sont la moyenne de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes 
valeurs de sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr ou EC50 MOPr/EC50 DOPr . 
Figure 72. Première phase exploratoire. 
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A notre grand plaisir, une amélioration de l’affinité sélective à DOPr par un facteur 3 a pu être constatée. 
L’EC50 de 26 suit d’ailleurs la même tendance. L’exploration s’est donc poursuivie par la synthèse de la 
série de molécules 27, 28, 29, portant respectivement un groupement 3-CF3, 3-NO2 ou 3,5-Cl2. Aucune 
variation significative de l’affinité ou de l’efficacité, comparée à la Leu-enképhaline, n’a pu être observée, 
à l’exception du composé 3,5-Cl2 (29), deux fois plus actif que le peptide 26, mais non sélectif 
contrairement à ce dernier. 
 
 
Encouragé par les bons résultats de 26, nous avons désiré pousser plus loin l’investigation de la position 
méta (Figure 73 ; Tableau 13). Pour cela, la taille de l’halogène a d’abord été progressivement 
augmentée sur les composés 3-Br (30) et 3-I (31). Dans un deuxième temps, le chlore a été remplacé par 
un méthyl purement lipophilique, sur le peptide (32). Le composé 3-I (31) a quant à lui provoqué une 
diminution de la sélectivité en faveur de MOPr. Bien que conservant une activité similaire au composé 
26, la substitution en méta par un groupement méthyle sur le composé 32, a engendré une baisse de 







Figure 73. Étude complémentaire en position méta. 
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Tableau 13. Affinité in-vitro des peptides 26, 30-32. 
 









26 3-Cl 0,14 ± 0,03 0,11 ± 0,39 0,78 0,08 ± 0,04 3,89 ± 2,36 48,6 
30 3-Br 0,17  ± 0,08 0,23 ± 0,16 1,35 0,07  ± 0,01 0,65 ± 0,02 9,28 
31 3-I 0,52 ± 0,11 0,20 ± 0,14 0,38 0,06  ±  0,02 0,31 ± 0,02 5,17 
32 3-Me 1,51 ± 0,54 0,78 ± 0,54 0,52 0,06 ± 0,00 3,70 ± 0,02 61,7 
aLes valeurs de Ki ou d’EC50 sont des moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes 
valeurs de sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr ou EC50 MOPr/EC50 DOPr . 
 
Ainsi, au vu des valeurs des peptides 26-32, la position méta de Phe4 semble tolérante à la plupart des 
modifications effectuées, qu’elles soient électroattractrices (27, 28) ou lipophiliques (32). En revanche, 
l’introduction d’un halogène (26, 29-31) a permis d’apporter un net bénéfice tant sur l’affinité que sur 
l’efficacité, laissant présager l’implication d’une liaison halogène.310  Cet effet est toutefois tempéré au 
niveau de l’affinité lorsque l’halogène est un iode (31). 
 
 
Afin de compléter notre étude, nous avons comparé les résultats obtenus avec plusieurs peptides actifs 
rapportés dans la littérature substitués en position para (Figure 74). Cette démarche est d’autant plus 
justifiée que les valeurs du composé 3,4-Cl2 (25) ne sont pas suffisamment divergentes de 22, pour que 






Figure 74. Exploration complémentaire en position para de Phe4 
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Tableau 14. Affinité in-vitro des peptides 33-35. 
 









33 4-F 0,52 ± 0,04 0,09 ± 0,06 0,17 0,07  ± 0,02 0,11 ± 0,02 1,57 
34 4-CF3 0,60 ± 0,30 0,77 ± 0,10 1,28 0,06  ±  0,00 2,00 ± 0,02 33,3 
35 4-NO2 1,45 ± 0,43 0,64 ± 0,11 0,44 0,08  ±  0,00 0,59 ± 0,02 7,37 
aLes valeurs de Ki ou d’EC50 sont la moyenne de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes 
valeurs de sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr ou EC50 MOPr/EC50 DOPr . 
 
Conformément aux résultats précédemment publiés, les composés 4-F (33) et 4-NO2 (35) se sont révélés 
être plus actifs que la Leu-enképhaline.296,297  Ceci n’a pas été le cas pour le composé 4-CF3 (34), sur 
lequel une perte d’efficacité avait été observée.  
 
La compilation des valeurs pour 22-24 et 33-35 démontrent que DOPr peut accepter un groupement 
hydrophile (35) en position para de Phe4. En revanche un caractère électrodonneur trop prononcé 
semblerait être néfaste pour l’affinité, comme le témoigne le peptide 4-OMe (23) et le peptide 4-Me (24). 
Bien que la présence d’un chlore sur le peptide 22, soit tolérée par le récepteur, sa taille pourrait être 
responsable de son gain limité. En effet, cela a pu être observé pour le composé 3,4-Cl2 (25), où le 
bénéfice apporté par le chlore en méta a été tempéré par le deuxième chlore en para. Ainsi, le composé 
4-F (33) est apparu comme le meilleur compromis entre taille, caractère électrodonneur et lipophilicité 
sur cette position du cycle aromatique. Cette observation est d’ailleurs en concordance avec les valeurs 
avancées par Rosa et al.298 
 
Cette large gamme de modifications réalisées sur Phe4, nous a amené à l’hypothèse que le phényle 
pourrait être à même d’adopter plusieurs positions dépendamment de sa substitution et d’avoir une 
certaine marge de manœuvre dans sa « poche active ». Afin de vérifier cette théorie, un deuxième noyau 
phényle a été inséré en position β de la phénylalanine. Ce dernier devait alors couvrir un plus grand espace 




Malheureusement, cette modification n’a pas eu l’effet escompté. On a observé plutôt une absence de 
liaisons sur DOPr et MOPr (Tableau 15). Probablement que l’acide aminé est trop encombrant, pour 
permettre au peptide de se replier convenablement dans le récepteur. 
 
Tableau 15. Affinité in-vitro du peptide 36. 
 
Entrée Substitution Kia DOPr (nM) Kia MOPr (nM) Sélectivitéb 
36 Di-Phe 617,5 ± 1214 419 ± 86,5 0,68 
aLes valeurs de Ki ou d’EC50 sont la moyenne de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes 
valeurs de sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr ou EC50 MOPr/EC50 DOPr 
 
Finalement, nous nous sommes intéressés au recrutement de la β-arrestine par les différents analogues 
synthétisés au cours de ce chapitre. La plupart des peptides ont des valeurs proches de celle de la Leu-
enképhaline et suivent globalement la même tendance que pour le recrutement de la voie EPAC. Les 
composés 4-Me (24), 3-Me (32), 4-OMe (23), déjà caractérisés par une plus faible affinité et efficacité 
sur la voie AMPc, sont ceux qui recrutent le moins la β-arrestine. À l’inverse, les valeurs les plus fortes 
ont été obtenues pour les composés 4-F (33), 3-Cl (26), 3-Br (30) et 3-I (31) . 
 
Figure 75. Insertion d’un deuxième noyau phényle en position β de la phénylalanine, afin de 
maximiser l’occupation du récepteur DOPr. 
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Tableau 16. Recrutement de la β-arrestine par les composés 1, 22-35. 
 




1 H 2,38 ± 0,70 9,82 ± 0,45 
22 4-Cl 1,52 ± 0,63 309  ± 66,7 
23 4-OMe 21,7 ± 8,42 2206 ± 1688 
24 4-Me 11,8 ± 9,02           1698  ± 9,02 
25 3,4-Cl2 1,63 ± 1,05 67,2 ± 45,4 
26 3-Cl 0,42 ± 0,11 28,7 ± 9,19 
27 3-CF3 1,59 ± 0,57 182  ± 41,5 
28 3-NO2 1,00 ± 0,31 113  ± 35,8 
29 3,5-Cl2 9,82 ± 9,02 10,7 ± 9,02 
30 3-Br 0,57 ± 0,17 43,9 ± 19,7 
31 3-I 0,34 ± 9,02 23,4 ± 9,02 
32 3-Me 2,35 ± 9,02 125  ± 9,02 
33 4-F 0,23 ± 9,02 19,8 ± 9,02 
34 4-CF3 0,53 ± 9,02 72,1 ± 9,02 
35 4-NO2 1,00 ± 9,02 67,4 ± 9,02 
aLes valeurs de Ki ou d’EC50 sont la moyenne de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes.  
 
2.3.2. Modélisation moléculaire. 
 
Afin de pouvoir rationaliser les résultats obtenus précédemment, chacune des molécules a été dockée à 
l’aide du logiciel MOE, dans le récepteur DOPr, en laissant libre les chaînes latérales du récepteur, dans 
un rayon de 15 Å. 
 
Du fait de leurs valeurs intéressantes, la série des halogènes en position méta a été la première à subir 
cette phase de docking (Figure 76 a, b, c). 
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Il est alors apparu que les halogènes, à cette position, auraient la capacité de former une liaison halogène 
de type II (dans le prolongement de la liaison C-X, 180°), avec le carbonyle de l’amide de la chaîne 
principale de Trp284.310 Cette observation est en accord avec la littérature où ce système est le plus 
fréquemment rencontré dans les biomolécules. Cette liaison est bénéfique tant pour l’affinité que l’activité 
biologique. Toutefois, la baisse d’affinité observée lorsque la taille de l’atome augmente, laisse supposer 
Figure 76. Docking induit dans le récepteur DOPr 4N6H des composés (a) 3-Cl (26), (b) 3-Br (30), (c) 
3-I (31), (d) 4-F (33) 
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que l’encombrement stérique pourrait venir contrebalancer cet effet. Cette remarque est appuyée par la 
mesure de la distance intermoléculaire halogène-CO et de l’angle Oamide-halogène-Csp2 (Tableau 17). 
 
Tableau 17. Paramètres géométriques. 
 
Entrée Substitution DX-O (Å) rvdw (Å)309    Angle O-Hal-C (°) 
26 3-Cl 3,30 3,27 168 
30 3-Br 3,25 3,37 159 
31 3-I 3,34 3,50 154 
aLes valeurs de distance et d’angle ont été mesurés grâce au logiciel MOE. 
 
En effet, bien que les trois molécules possèdent une distance intermoléculaire avec le carbonyle proche 
de la somme des rayons de Van der Waals, l’iode et le brome plus volumineux engendrent une déviation 
plus importante de l’angle plan formé avec l’oxygène (idéalement, un angle de 170° pour ce type de 
liaison), et donc la formation d’une interaction moins efficace.310,311,312,313     
 
Concernant le composé 4-F (33) (Figure 76d), le fluor serait capable par l’intermédiaire de sa densité 
électronique négative, de former un pont salin avec Asn290.299 
 
Figure 77. Docking induit (MOE) des composés (a) 3,5-Cl2 (29) et (b) 3,4-Cl2 (25), dans le récepteur 
DOPr 4N6H. 
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A l’instar du composé 3-Cl (26), l’analogue 3,5-Cl2 (29) présenté en Figure 77a semble former une liaison 
halogène avec Trp284. Toutefois la présence du deuxième chlore pourrait produire une gêne stérique, 
malgré la possible interaction avec l’amide de Leu200. De la même façon, le composé 3,4-Cl2 (25) 
pourrait former une faible interaction avec Val281. 
 
L’insertion d’un méthyle sur le résidu Phe4 semble influencer l’orientation du phényle de manière à ce 
que le CH3 pointe vers la poche hydrophobe constituée de Leu300 et de Val281, créant un encombrement 
Figure 78. Docking induit (MOE) des composés (a) 3-Me (32), (b) 4-Me (24), (c) 3-CF3 (27) et (d) 4-
CF3 (34), dans le récepteur DOPr 4N6H. 
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stérique pouvant expliquer la baisse d’affinité du peptide 24 sur DOPr. Afin d’effectuer cette même 
orientation, le composé 3-Me (32) nécessite de positionner sa chaîne latérale plus haut dans le récepteur, 
résultant en une gêne stérique moindre et donc une meilleure affinité. Le même phénomène semble se 
produire pour les peptides 3-CF3 (27) et 4-CF3 (34). 
 
L’inclusion d’un groupement hydrophile tel qu’un nitro en position méta (35) (Figure 79b) ou para (28) 
(Figure 79a), positionne le cycle aromatique dans la partie haute du récepteur de façon à diriger le nitro 
dans une poche hydrophile constitué de Asn290, Trp284 et Thr285. 
 
Dans le cas du composé 4-OMe (23) (Figure 80b), le méthyle semble être dirigé vers Leu300, 
occasionnant éventuellement une gêne stérique, expliquant ainsi l’efficacité moindre de cette molécule et 
la plus grande sélectivité observée (la leucine étant remplacée par un tryptophane dans le cas du récepteur 
MOPr). Le composé 4-Cl (22) (Figure80a) quant à lui, pourrait former une interaction avec le carbonyle 
de Val281. 




La superposition des différents analogues en Figure 81 démontre ainsi une forte mobilité du noyau 
aromatique de Phe4, qui s’arrange selon trois positions: haute, médiane et basse. Une différence de 6 Å 
(entre les atomes de carbone des positions para des chaînes latérales de Phe4) a pu être observée entre le 
composé 3-Br (30) occupant la position la plus haute et le composé 4-Me (24) occupant la position la 
plus basse.  
 
Figure 80. Docking induit (MOE) des composés (a) 4-Cl (22), (b) 4-OMe (23), dans le récepteur DOPr 
4N6H. 
Figure 81. Superposition des peptides 1, 22-35 (a) et des peptides 24 et 30 (b). 
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Il est également intéressant de constater que la sélectivité semble suivre le positionnement du phényle. 
En effet, les composés situés en haut du récepteur subissant moins de gêne stérique, sont moins sélectifs 
que ceux positionnés vers le bas, plus proches des résidus mutés sur MOPr. À la lumière de ces 
informations, il nous semble raisonnable d’avancer que Phe4 dans le cas de la Leu-enképhaline, devrait 
adopter une position proche de celle rencontrée dans le composé 4-F (33). 
 
2.3.3. Propriétés pharmacocinétiques. 
 
Les propriétés pharmacodynamiques des différents analogues ayant été déterminées, nous nous sommes 
finalement intéressés à leurs propriétés physico-chimiques. Pour cela, les quatre meilleurs composés ont 
été sélectionnés pour des études complémentaires. 
 
Tableau 18. Paramètres physico-chimiques calculés et mesurés des peptides 1, 26, 30, 31 et 33. 
 
Entrée Séquence logD7.4 ∆logDb clogDa ∆clogDb tPSAa 
(A2) 
LLEb 
1 H -1,37 0 -1,86 0 204,4 11,2 
26 3-Cl -0,03 1,34 -1,26 0,6 204,4 10,12 
30 3-Br 0,14 1,51 -1,10 0,76 204,4 10,95 
31 3-I 0,34 1,71 -0,94 0,92 204,4 9,88 
33 4-F -0,88 0,49 -1,72 0,14 204,4 11,03 
aLes valeurs de clogD et de tPSA ont été calculées par la suite logicielle ChemAxon. b∆logD = 
logDcomposé1-logDanalogue cLLE : Efficacité Lipophilique d’un Ligand calculée par la formule LLE = pEC50 
- logD7,4.  
 
Comme il était possible de l’envisager, la lipophilicité des molécules a augmenté avec la taille croissante 
des halogènes, tandis que le fluor n’a apporté qu’une amélioration plus modeste. Encore une fois, les 
logD calculés sont éloignés des valeurs mesurées, ils suivent toutefois la même tendance. Les calculs des 
tPSA ne nous ont pas fournis de résultats particuliers. En effet, il semblerait que les différents halogènes 
possèdent la même contribution pour cette mesure. Pour ce qui est des efficacités lipophiliques des ligands 
(LLE), les valeurs proches de celle de la Leu-enképhaline suggèrent que les EC50 augmentées sont 
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effectivement reliées à une réelle contribution favorable des halogènes sur le mode de liaison des 
analogues avec le récepteur. 
 
2.4 Conclusions et perspectives. 
 
Ainsi, en s’aidant de l’arbre décisionnel de Topliss, plusieurs peptides portant divers substituants sur 
l’acide aminé Phe4 ont été synthétisés, afin d’optimiser la Leu-enképhaline, mais aussi de tenter de mieux 
comprendre le comportement de cette chaîne latérale.  
 
La mesure de l’affinité ainsi que l’efficacité du recrutement de la voie de signalisation AMPc (EPAC) 
sur les récepteur MOPr et DOPr, nous ont ensuite indiqué que la fonctionnalisation de cette position était 
relativement tolérante, avec des valeurs proches de celles du peptide parent, suggérant que la marge de 
manœuvre du noyau aryle dans le récepteur était suffisamment large. Les meilleurs résultats ont été 
obtenus pour la série comprenant un halogène en position méta de la phénylalanine, avec le meilleur 
compromis entre affinité et efficacité obtenu pour le composé 3-Cl (26) et 3-Br (30). En effet, bien que 
la molécule 3-I (31) possède un bon EC50, son affinité sur les récepteurs baisse, probablement à cause 
d’un encombrement stérique. 
 
Dans le but de fournir une explication aux résultats obtenus précédemment, tous les composés ont été 
modélisés dans le récepteur DOPr par docking induit avec le programme MOE, qui permet aux chaînes 
latérales de bouger dans un rayon de 15 Å, autour du ligand. Comme nous l’avions supposé, les composés 
27, 30 et 31, portant un halogène en position méta, semblent former une liaison halogène avec le 
carbonyle de Trp284. Cette liaison semble toutefois moins efficace dans le cas du composé 3-I (31). Le 
peptide 4-F (33) qui s’était révélé être également efficace, pourrait former quant à lui un pont salin avec 
Asn285. Lorsqu’un groupement lipophile a été introduit (composés 23, 24, 32) , le noyau aromatique 
semble se diriger vers le bas ou le milieu du récepteur afin de positionner ce dernier vers une poche 
hydrophobe constitué de Leu300 et Val281. Les composés portant un groupement hydrophile (3-NO2 
(28), 4-NO2 (35)), préfèrent quant à eux adopter une position haute afin de placer le substituant dans une 
poche hydrophile. Il est intéressant de noter que le positionnement de Phe4 semble suivre la sélectivité. 
En effet, une position basse du phényle est reliée à une plus grande sélectivité, conformément aux 




En plus d’augmenter significativement les propriétés pharmacodynamiques, l’ajout d’halogène a été 
accompagné d’une amélioration du logD (jusqu’à un gain de 1,71). Ainsi il serait intéressant de combiner 
cette modification avec celles précédemment obtenues au chapitre 1, à l’exemple du composé 37 présenté 
en Figure 82. Dans l’hypothèse où le gain apporté par l’halogène serait additif ou synergique avec les 
modifications discutées plus tôt, une telle molécule pourrait dépasser un logD de 2 et éventuellement 
passer la BHE. 
 
Le cycle aromatique se situant à peu près dans la même zone du récepteur pour les composés 4-F (33) et 
3-Cl (26), la combinaison de ces deux halogènes sur une seule molécule (38) pourraient être intéressante. 
En effet, au vu de sa petite taille, le Fluor ne devrait pas engendrer de gêne stérique (Figure 83a), et par 
son caractère électronégatif serait capable d’augmenter la lacune électronique du chlore et ainsi renforcer 
la liaison halogène formé par ce dernier avec le récepteur.  
 




Comme il l’a été mentionné lors de l’introduction, l’insertion d’un halogène en position para de Phe4 sur 
le macrocycle DPDPE est déjà connue pour augmenter tant l’affinité que la sélectivité sur DOPr.314 
Cependant, le docking présenté en Figure 83b suggère que l’interaction formée par le peptide linéaire 
pourrait également être reproduite par le macrocycle, combinant ainsi les bonnes propriétés 












Figure 83. Docking induit (MOE) des composés (a) 38, (b) 39, dans le récepteur DOPr 4N6H. 
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CHAPITRE 3 : DÉVELOPPEMENT ET CARACTÉRISATIONS D’ANALOGUES 
MACROCYCLIQUES DE LA LEU-ENKÉPHALINE. 
3.1 Introduction 
 
La macrocyclisation constitue une autre méthodologie fiable et reconnue d’améliorer de façon 
conséquente les propriétés pharmacocinétiques d’une molécule souffrant d’un mauvais profil 
médicamenteux.232 Cette approche a entre autres été grandement utilisée dans le domaine de la chimie 
peptidique. Elle permet ainsi de s’affranchir des règles de Lipinski (règles empiriques permettant de 
prévoir la capacité d’une molécule à un être un bon candidat médicament : Masse moléculaire < 500 Da ; 
NbDonneurs liaisons H < 5 ; NbAccepteurs liaison H < 10 ; LogP < 5) peu applicables aux peptides, qu’ils soient ou 
non cycliques. En effet, la présence de nombreuses fonctions amides viole de facto le nombre de fonctions 
donneuses et acceptrices de liaisons H permises.290,315 En effet, la surface de solvant accessible, propriété 
physico-chimique corolaire de ces règles de Lipinski, va se trouver être fortement diminuée après 
macrocyclisation, (Figure 84).316  
 
 
Pour cela, le macrocycle va adopter un comportement « caméléon » dépendamment de son 
environnement (Figure 84).317  Tandis qu’en milieu aqueux, les groupements polaires vont être exposés 
Figure 84. Changement conformationnel d’un macrocycle lorsqu’il passe d’un milieu aqueux à un 
milieu lipophile 
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afin d’interagir avec les molécules d’eau, en milieu lipophile, le macrocycle va modifier sa conformation 
afin de masquer ces mêmes fonctions hydrophiles, soit par liaisons H intramoléculaires ou 
transannulaires. 
 
En plus de cet aspect, la rigidité induite par la macrocyclisation empêche les macrocycles d’adopter une 
conformation linéaire normalement exigée par les protéases, et améliore ainsi grandement la stabilité 
plasmatique (bien que quelquequefois ces résultats améliorés soient plutôt associés à de meilleurs 
propriétés pharmacodynamiques, qu’à une réelle stabilité augmentée) .318  Cependant, dans le cas de 
macrocycles plus larges, telle que la cyclosporine, la plus grande flexibilité du cycle diminue cette 
inhibition de la dégradation, en favorisant la reconnaissance des sites de clivages par ces enzymes. 
 
Outre ces aspects pharmacocinétiques, ces molécules, si elles sont bloquées dans une conformation 
adéquate, peuvent voir leur affinité améliorée. Ce dernier point trouve d’autant plus son intérêt dans le 
domaine des RCPG. En effet, chaque molécule induit un complexe ligand-récepteur différent, et donc 
une confirmation du RCPG distincte. Chacune de ces conformations est reliée à son propre profil 
d’activation de voies signalétiques. De ce fait, il est possible de discriminer les voies signalétiques non 
désirées, au profit de celles possédant un intérêt thérapeutique. Ainsi, un macrocycle bloqué dans une 
conformation bloquant les signaux de la douleur, sans recruter la β-arrestine serait d’un grand intérêt dans 
le cadre de notre projet. 
 
3.1.1. Stratégies de macrocyclisation. 
 
Plusieurs tactiques sont à la disposition des chimistes lorsqu’il s’agit de cycliser des peptides actifs 




La première consiste à relier les deux extrémités du peptide entre elles. Elle est généralement la technique 
la plus utilisée en chimie médicinale, car elle est effectuée facilement par lactamisation et permet de 
s’affranchir des deux groupements carboxylates et ammonium hautement polaires. Malheureusement, 
celle-ci ne peut être appliquée à notre projet, au risque de perdre l’affinité ou l’activité biologique. La 
deuxième approche est de relier une des extrémités (N-terminal ou C-terminal) avec une chaîne latérale. 
Finalement, le ligand peut être cyclisé entre deux de ses chaînes latérales. C’est la stratégie la plus 
fréquente dans le domaine des peptides opioïdes. Par exemple, un des acides aminés de la séquence 
initiale peut être remplacé par un acide aminé possédant une fonction amine en chaîne latérale (par taille 
croissante : acide 2,4-diaminopropionique, Dap ; acide 2,4-diaminobutanoïque Dab ; ornithine, Orn ; 
Lysine), tandis qu’un autre acide aminé possédant un résidu acide carboxylique est inséré (acide 
aspartique, Asp; acide glutamique, Glu), afin de procéder à la cyclisation par formation d’amides (Figure 
86, a). De façon similaire, un pont urée est parfois considéré. Le macrocycle peut également être établi 
par la formation d’un pont disulfure entre deux résidus soufrés (cystéine, pénicillamine), (Figure 86, b). 




3.1.2. Analogues macrocycliques de peptides opioïdergiques dans la littérature. 
 
Comme mentionné plusieurs fois au cours de cet ouvrage, l’amine terminale est essentielle pour l’affinité 
ou l’activité biologique. En effet, la plupart des macrocycles où celle-ci est impliquée dans la formation 
du cycle ont été accompagnés d’une baisse d’efficacité, voire d’une conversion en antagoniste.319,320,321 
Dans le cas présenté ci-dessous, un dérivé de dynorphine a été cyclisé directement entre l’amine terminale 
et l’acide glutamique en position 5 (Figure 87a), avec pour résultat sa conversion en antagoniste.322 
L’ajout d’un pont acétate (N-CH2-CO-) entre l’amine et la lysine du composé en Figure 87b, afin de 
sauvegarder le caractère cationique de cette amine, a diminué l’affinité pour les trois récepteurs MOPr, 
DOPr et KOPr.323  
Figure 86. (a) Acides aminés utilisés pour la macrolactamisation. (b) Acides aminés pour la cyclisation 




Cependant, une nouvelle classe de macrocycles développée par l’équipe du professeur Gentilucci permet 
de conserver l’activité, tout en cyclisant en position N-terminale. En effet, au cours d’une campagne de 
SAR autour de l’endomorphine cyclique c(Tyr-Pro-Trp-Phe-Gly), où chacun des résidus a été substitué 
systématiquement par son stéréoisomère L ou D, l’analogue c(Tyr-D-Pro-D-Trp-Phe-Gly) (Figure 88a) 
s’est démarqué avec une affinité acceptable (34 nM) comparée aux autres analogues de la série (> 1 
µM).324 Des travaux de modélisation supplémentaires ont révélé que le remplacement du noyau phénol 
de la tyrosine par un noyau indole d’un tryptophane, permettrait de conserver l’interaction clé avec 
Asp196, tout en cyclisant en N-terminal.325 En utilisant cette stratégie, les auteurs ont, non seulement 
conservé une bonne activité biologique, mais ils ont été aussi capables de moduler l’affinité pour les trois 
récepteurs opioïdes en variant la taille des tetrapeptides, et de la nature des résidus utilisés (Figure 
88b).229 
 
Figure 87. Structures chimiques d’analogues cycliques de la Dynorphine en N-terminal, (a) directement 
entre l’amine de Tyr et l’acide glutamique, ou (b) entre l’amine de Tyr et la lysine à l’aide d’un 
espaceur acétate (N-CH2-CO-). 
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La fermeture de cycle par le carboxylate en position terminale a produit des résultats plus divers. Une 
augmentation de l’efficacité a été observées dans le cas d’analogues sélectifs à MOPr, tels que la 
casomorphine ou la morphiceptine (Figure 89a).326,327 Appliquée sur le squelette de la Leu-enképhaline, 
cette stratégie a converti l’agoniste DOPr en agoniste MOPr. L’ordre de grandeur de ce revirement 
augmente avec la taille du résidu aminé utilisé en position 2  (d’un ordre de 10 fois pour l’ornithine et 
d’un ordre de 29 fois pour la lysine) (Figure 89b).328  
 
En revanche, lorsque la cyclisation est effectuée entre deux chaînes latérales de la Leu-enképhaline entre 
une D-Lysine en position 2 et un acide glutamique en position 5, l’affinité sur DOPr est conservée, bien 
qu’elle soit accompagnée d’une baisse de la sélectivité comparée au peptide parent (deux fois moins) 
(Figure 90a).329,330  
 
Figure 88. Structures chimiques de composés macrocycliques dérivés de l’endomorphine et dépourvus 
de sites cationisables (a). La modification de la nature et/ou de la taille de l’espaceur permet de moduler 
l’affinité pour les différents récepteurs opioïdes 
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Une approche similaire a été mise en œuvre sur des dérivés d’endomorphines de séquence Tyr-c(D-
Lys/Orn-Phe-Glu/Asp)-NH2 (Figure 90b).331 Encore une fois, une augmentation de la sélectivité pour 
MOPr a été constatée (3 fois plus sélectif à MOPr), malgré une hausse de l’affinité pour DOPr lorsque la 
taille du cycle augmente (de 2200 nM à 4,36 nM). L’équipe de Janecka a également effectué une étude 
extensive de structures-activités autour d’analogues d’endomorphines. Dans ces composés, différents 
acides aminés L ou D, de taille croissante ont été introduit de façon systématique, en position 2 et 5. Le 
meilleur résultat a été obtenu pour le composé Tyr-c(D-Lys-Phe-Phe-Asp)-NH2 (Figure 90c), caractérisé 
par une affinité pour MOPr améliorée (498 fois sélectif à DOPr) ainsi qu’une nette augmentation de la 
stabilité plasmatique (90 % de peptide intact après 30 min, au lieu de 16 %).332 La diminution de la taille 
du cycle à 16 membres a fortement diminué l’affinité pour DOPr (> 1 µM). Au contraire, la réduction du 
cycle à 15 membres a résulté en une perte totale de l’affinité pour les récepteurs MOPr, DOPr et KOPr.333 
Ainsi, les travaux de cette équipe illustrent bien toute la complexité de la tâche lorsqu’on désire concevoir 
Figure 89. (a) La cyclisation en C-terminal de la morphiceptine renforce la sélectivité pour MOPr, (b) 
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de nouveaux peptides opioïdes. Finalement, le même mode de cyclisation sur des analogues de 
dynorphine A, a permis l’obtention de composés hautement sélectifs pour KOPr (1 fois par rapport à 
MOPr et plus de 1000 fois par rapport à DOPR (Figure 90d).323 
 
La fermeture de cycle toujours entre les positions 2 et 5 par formation de pont disulfure entre deux résidus 
soufrés a fourni les composés D-Cys2-D-Cys5-Enképhaline (DCDCE), D-Pen2-D-Pen5-Enképhaline 
(DPDPE) et Tyr-c(D-Cys-Phe-D-Pen)-OH (JOM-13) (Figure 36), déjà mentionnés plusieurs fois au 
cours de cet ouvrage.  Ils sont à ce jour parmi les peptides cycliques les plus sélectifs de DOPr, notamment 
grâce à la présence de groupes gem-diméthyles en position 5. Rappelons que l’insertion d’un pont éthane 
entre les deux soufres de JOM-13 agrandit la taille du cycle et convertit le composé en agoniste MOPr 
(JOM-6, Figure 36).235 Aussi, l’introduction d’halogènes en position para du noyau aromatique de Phe4  
augmente sensiblement l’efficacité des composés.314  
 
Figure 90. Structures chimiques de peptides opioïdes macrocycliques via lactamisation entre chaînes 
latérales. 
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Aussi intéressantes que puissent être les molécules dérivées du DPDPE ou de JOM-13, la présence d’un 
pont disulfure sur leur séquence peut éventuellement poser problème. En effet celui-ci pourrait facilement 
être sujet à la métabolisation in vivo, ou à l’ouverture spontanée du lien et donc la perte de l’affinité 
sélective pour DOPr. 
 
Afin d’y remédier, plusieurs solutions ont été proposées par plusieurs équipes de recherche (Figure 91).  
 
Figure 91. Structures chimiques de molécules où le pont disulfure a été remplacé par (a) un thioéther, 
(b) un pont dicarba ou (c) par un espaceur benzyle. 
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Premièrement, Rew et al. ont proposé en 2002 le remplacement du pont disulfure par un lien thioéther 
moins sensible en conditions enzymatiques et offrant une rigidité plus grande (diminution de la taille du 
cycle), entre les positions 2 et 5 (Figure 91a).334 Les peptides synthétisés ont révélé une très bonne 
sélectivité pour les composés portant un groupe gem-diméthyle en position α du soufre (677 fois plus 
séléctif à DOPr par rapport à MOPr). Le gain de stabilité obtenu (5 fois), a permis d’augmenter la 
nociception chez les animaux.  
 
L’équipe de Hruby a suggéré la possibilité de remplacer le pont disulfure par un espaceur éthylène de 
stéréochimie Z ou E ou sa forme saturée (Figure 91b).335 La force de cette stratégie repose sur la 
possibilité de synthétiser entièrement la séquence peptidique en phase solide en utilisant une allylglycine 
en position 2 et 5, avant d’être finalement cyclisée par métathèse, toujours en phase solide. Une 
augmentation de l’affinité a pu être observée pour les composés portant un ligand éthylène comparé à 
l’analogue linéaire (0,43 nM au lieu de 8 nM)), mais accompagné d’une perte de la sélectivité pour DOPr 
(127 fois moins sélectif que le DPDPE). Schiller et ses collègues ont appliqué la même approche sur des 
agonistes mixtes MOPr/KOPr.336 Une perte de la sélectivité a pu être observée (sélectivité MOPr de 3). 
Cette perte de sélectivité peut s’expliquer par l’absence des groupes gem-diméthyles. 
 
Récemment, Stefanucci et al ont introduit un espaceur benzylique entre deux pénicillamines en position 
2 et 5, sur différentes positions du noyau aromatique (Figure 91c). Malheureusement, une perte de 
l’affinité sur DOPr (d’un ordre de grandeur de 5 à 120 fois) ainsi qu’une baisse de la sélectivité (de 15 à 
195 fois moins sélectif que le DPDPE) a été observée.337  
 
En y regardant de plus près, le groupement triazole pourrait être un bon mime de pont disulfure. Cette 
fonction existant sous deux régioisomères, les formes 1,4 et 1,5 (Figure 92a), possèdent un repliement et 
une distance interatomique proches d’un pont disulfure. Cette approche a d’ailleurs déjà été utilisés pour 
d’autre cibles biologiques et gagne de plus en plus de popularité.338 À notre connaissance, elle n’a pas 
encore été utilisée pour le développement de macrocycles opioïdes, bien qu’elle ait déjà été utilisée par 
notre équipe en tant qu’isostères de fonctions amides.246  
 
L’engouement pour cette stratégie peut s’expliquer par le fait qu’elle s’appuie sur la chimie « click », 
propre, facile à réaliser et compatible avec la phase solide. Dans un cas classique, une propargylglycine 
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(ou propraglycine), jouant le rôle d’alcyne, et un résidu amino converti au préalable en azoture (Dap-N3, 
Dab-N3, Orn-N3, Lys-N3) sont insérés dans la séquence, où ils vont rester inertes chimiquement jusqu’à 
l’étape de finale de cyclisation, elle aussi réalisable sur support solide. Dépendamment du catalyseur 
utilisé, l’un ou l’autre des isomères peut être obtenu sélectivement. L’utilisation de cuivre (Copper(I)-
catalysed Azide-Alkyne Cyclisation, CuAAC) va former le composé 1,4, tandis que l’utilisation d’un 
catalyseur au Ruthénium (Ruthénium(II)-catalysed Azide-Alkyne Cyclisation, RuAAC) forme l’isomère 
1,5.339,340  
 
Ainsi, nous proposons au cours de ce chapitre de réaliser la synthèse d’analogues de DPDPE et de JOM-
13 portant un espaceur triazole de forme 1,4 ou 1,5 à la place du pont disulfure, afin d’étudier l’influence 
d’une telle modification sur l’affinité ou l’activité biologique envers les récepteurs opioïdes. Afin de 
mimer les peptides parents, les résidus de stéréochimie D en position 2 et 5 seront remplacés par la D-
propraglycine et la D-Dap(N3). Les séquences linéaires (40 et 43, Figure 93) seront d’abord synthétisées 
Figure 92. Le pont disulfure comparé aux deux isoformes de triazole (a). Obtention des deux isomères 
de triazoles à partir du même précurseur, en fonction du catalyseur utilisé. 
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avant d’être cyclisées soit par RuAAC pour l’obtention des isomères 1,5 (41, 44, Figure 93), ou par 
CuAAc afin d’obtenir les isomères 1,4 (42, 43, Figure 93). 
 
Figure 93. Structure chimique des analogues proposés de DPDPE et JOM-13, portant un triazole en 
place du pont disulfure. 
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Bien que l’absence de groupes gem-diméthyles puisse laisser présager une diminution de la sélectivité, il 
a été choisi de faire sans dans un premier temps, afin de vérifier la faisabilité de cette méthodologie. 
3.2.2 Synthèse. 
 
De façon similaire aux chapitres précédents, le premier acide aminé (ici la D-Propraglycine, D-Pra) a été 
ancré sur la résine 2-chlorotrityle, avant de poursuivre la synthèse des séquences peptidiques sur support 
solide qui s’est déroulée sans encombre. Une fois les peptides désirés obtenus, une portion de la résine a 
été clivée en condition acide afin d’obtenir les deux précurseurs linéaires 40 et 43, et servir de référence 









b), e) a) Fmoc-D-Pra-OH (1,2 eq.), DIPEA (4 eq.), DMF, 16 h
b) Piperidine (20 %) dans DMF, 2x5 min 
c) Fmoc-Phe-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.),
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h
d) Fmoc-Gly-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.), 
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 
e) Boc-Tyr-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 eq.), 
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h 
f) Fmoc-D-Dap(N3)-OH (3 eq.), HATU (3 eq.), HOBt-Cl (3 
eq.), 
    DIPEA (9 eq.), DMF, 1 h














Les deux analogues de DPDPE 41 et 42 ont ensuite été cyclisés par chimie click en phase solide (Schéma 
11), selon des protocoles décrits dans la littérature.341,342 Les macrocycles étant toujours fixés sur résine, 
la séparation des catalyseurs, souvent pénibles pour ce type de réaction, est ici aisée par simple filtration 
et lavages, avant de procéder au clivage des peptides en milieu acide. 
 
 
Le traitement de la résine avec du cuivre I en milieu basique a permis la conversion totale en sa forme 
cyclisée en 16 h, où le pic HPLC caractéristique du peptide linéaire à 24 min a disparu au profit d’un 
autre pic à 18 min, lui aussi associé à une masse de 593 (M+H)+ (Figure 94). Lorsque le catalyseur au 
Ruthénium a été utilisé et mis à réagir dans un réacteur micro-ondes, une conversion totale a été observée 
après deux séances d’irradiations, pour laisser place à un signal à 14 min également caractérisé par une 





































i) CuBr (1 eq.), Ascorbate de sodium (1 eq.), 2,6-Lutidine (10 eq.), DIPEA (10 eu.), DMSO, TP, 16 h
ii) TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5), 4 h, TP





linéaires 40 et 43, et  correspondant à la fonction azoture, a totalement disparu dans le cas des macrocycles 
41, 42 et 45, confirmant le succès de la réaction. La disparition du signal de l’acétylène ou l’apparition 
du signal associé au triazole n’ont cependant pas pu être observés, du fait de leur faible intensité par 
rapport aux signaux des autres fonctions sur les molécules. 
 
La même stratégie a ensuite été appliquée pour le précurseurs d’analogues de JOM-13 (Schéma 12). 
Malheureusement, seul un mélange réactionnel complexe a été obtenu pour la réaction de CuAAC, 
rendant impossible l’obtention du composé désiré suffisamment pur pour des tests ultérieurs. Cela peut 
être expliqué par la trop petite taille du cycle ( 11 carbones pour 45 au lieu de 12 carbones pour 46) Par 
Figure 94. Spectres HPLC du peptide linéaire 40 (a), du macrocycle 41 obtenu par CuAAC (b), du 
macrocycle 42 obtenu par RuAAC (c), du peptide linéaire 43 (d), du macrocycle 45 obtenu par RuAAC  
(d) 
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manque de temps, une optimisation de la réaction n’a pas été tentée. La macrocyclisation par RuAAC a 




3.2.3. Tests biologiques des composés 40, 41, 42, 43 et 45. 
 




i) CuBr (1 eq.), Ascorbate de sodium (1 eq.), 2,6-Lutidine (10 equ.), DIPEA (10 eq.), DMSO, TP, 16 h
ii) TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5), 4 h, TP






































Tableau 19. Affinité des peptides 40-43 et 45 sur les récepteurs DOPr et MOPr. 
 





1 Leu-enképhaline    0,41 ± 0,08 0,31 ± 0,08 0,76 
 DPDPE 1,02 ± 0,40 57,3 ± 7,20 56,2 
 JOM-13 1,58 ± 0,40 34,2 ± 5,10 21,6 
40 Tyr-D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra 1,59 ± 0,97 0,13 ± 0,03 0,08 
41 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,4-triazole) 12,4 ± 5,80 0,41 ± 0,12 0,03 
42 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,5-triazole) 33,4 ± 70,7 19,0 ± 3,40 0,56 
43 Tyr-c(D-Dap(N3)-Phe-D-Pra) 167  ± 94,5 26,5 ± 3,90 0,12 
45 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,5-triazole) 1344 ±  776 103,1 ± 2,80 0,08 
aLes valeurs de Ki sont les moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs de 
sélectivité sont calculées par le rapport Ki MOPr/Ki DOPr. 
 
Le peptide linéaire 40 présente une affinité inférieure à celle de la Leu-enképhaline pour DOPr, en 
revanche son affinité pour MOPr est renforcée. Le macrocycle 1,4-triazole 41 suit la même tendance, 
avec une préférence pour MOPr encore plus marquée. Le composé 1,5-triazole 42 voit sa sélectivité pour 
DOPr légèrement améliorée. Concernant l’analogue linéaire de JOM-13 (43), celui-ci ne se lie quasiment 
pas au récepteur DOPr, mais conserve une affinité acceptable pour MOPr. Sa forme cyclisée 1,5-triazole 
(45) se comporte de la même façon, bien que les valeurs aient diminuée d’un ordre de 5. Ainsi, la plupart 
des composés synthétisés au cours de cette étude possèdent une nette préférence pour MOPr. 
 
Les mesures d’EC50 sur la voie de signalisation AMPc (Tableau 20), suivent la même tendance que les 
résultats d’affinités. La sélectivité des composés 40-42 pour MOPr, observée lors des résultats d’affinité 





Tableau 20. Efficacité biologique in-vitro des peptides 40-43 et 45 sur la voie de signalisation AMPc. 
 





1 Leu-enképhaline 0,15 ± 0,03 0,89 ± 0,45 6,00 
 DPDPE 0,53 177 333 
 JOM-13 0,45 ± 0,36 10,4 ± 9,50 23,1 
40 Tyr-D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra 1,30 ± 0,30 0,74 ± 0,33 0,03 
41 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,4-triazole) 4,20 ± 0,30 1,74 ± 0,43 0,41 
42 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,5-triazole) 64,3 19,5 0,30 
43 Tyr-c(D-Dap(N3)-Phe-D-Pra) 428 ± 272 565 1,32 
45 
Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) 
(1,5-triazole) 1650  7852 4,76 
aLes valeurs d’EC50 sont les moyennes de +/- S.E.M. de 1 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs de 
sélectivité sont calculées par le rapport EC50 MOPr/EC50 DOPr. 
 
Finalement le recrutement de la voie de signalisation β-arrestine a été évalué pour les différents composés 
40-45, (Tableau 21). Nous avons eu le plaisir de constater qu’aucun des macrocycles synthétisés (41 et 
42) au cours  de ce chapitre ne semble activer cette voie de signalisation, tant sur le récepteur DOPr que 
sur le récepteur MOPr, avec des valeurs largement inférieures à celles de la Leu-enképhaline ou même 
de la DPDPE. La même observation a pu être faite sur le précurseur linéaire 40. Les faibles EC50 obtenus 
pour les molécules 43 et 45 sont attribuables à leur faible affinité pour les récepteurs. 
 
Ainsi, malgré des valeurs d’EC50 sur la voie AMPc plus faibles, comparé aux peptides références (1, 
DPDPE, JOM-13), le caractère apparemment biaisé des composés 41 et 42 pourrait se révéler 
particulièrement intéressant. Rappelons que le recrutement de la β-arrestine est considéré comme 





Tableau 21. Efficacité biologique in-vitro des peptides 40-43 et 45 sur le recrutement de la β-arrestine. 
 




1 Leu-enképhaline 2,30 ± 0,70 510 ± 102 
 DPDPE 51,2 ± 23,8 s.o.c 
 JOM-13 15,1 ± 7,90 s.o.c 
40 Tyr-D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra 133 290 
41 Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) (1,4-triazole) 1406 2742 
42 Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) (1,5-triazole) 4825 ± 1036 5821 ± 5625 
43 Tyr-c(D-Dap(N3)-Phe-D-Pra) s.o.c s.o.c 
45 Tyr-c(D-Dap(N3)-Gly-Phe-D-Pra) (1,5-triazole) s.o.c s.o.c 
aLes valeurs d’EC50 sont les moyennes de +/- S.E.M. de 1 à 5 expériences indépendantes. bLes valeurs de 
sélectivité sont calculées par le rapport EC50 MOPr/ EC50 DOPr. csans objets ; pas d’activation de la voie 
de signalisation 
 
Au vu des résultats mitigés obtenus, les propriétés phamacocinétiques (stabilité plasmatique, logD7,4) 
n’ont pas été étudiées plus en profondeur. 
 
3.2.4. Modélisation moléculaire. 
 
Afin d’avoir une meilleure compréhension des données biologiques obtenues, les différentes molécules 





On peut constater que la partie « message » du récepteur ne semble pas perturbée par les différentes 
modifications réalisées, avec la conservation de interactions essentielles entre l’ammonium terminale et 
Asp128, et entre le phénol et His278 via deux molécules d’eau. 
 
Concernant le peptide linéaire 40 (Figure 95a), on peut constater une mode d’interaction similaire à la 
Leu-enképhaline, expliquant une affinité pour DOPr similaire. En revanche, sa chaîne alcyne en position 
Figure 95. Docking induit (MOE) dans le récepteur DOPr 4N6H, des composés dérivés de la DPDPE. 
(a) Forme linéaire 40, (b) cyclique 1,4-triazole 41 et (c) cyclique 1,5-triazole 42. 
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5 est bien plus éloignée de Leu300, que ne l’est celle de la leucine dans le cas de la Leu-enképhaline. De 
ce fait le ligand peut plus facilement s’accommoder aux récepteurs ce qui pourrait expliquer la baisse de 
sélectivité entre DOPr et MOPr. Une observation similaire peut être faite pour le composé 1,4-triazole 41 
(Figure 95b), où le noyau triazole est suffisamment éloigné de la poche hydrophobe de Leu300 pour être 
tolérant à MOPr. En revanche, le macrocycle 42, du fait de la rigidification induite par le 1,5-triazole, 
positionne ce même noyau dans un environnement plus proche de Leu300 et crée donc de facto une légère 
diminution de la sélectivité pour MOPr. 
 
Les modélisations des peptides 43 et 45 (Figure 96) semblent indiquer que les ligands occupent un espace 
moindre dans le récepteur comparé aux autres peptides, avec entre autres une perte des ponts salins avec 
Gln105, Lys108 et Trp284. Ces dockings ne permettent pas cependant d’expliquer une telle perte 






Figure 96. Docking induit (MOE) dans le récepteur DOPr 4N6H, des analogues de JOM-13. Forme 




La macrocyclisation est une bonne stratégie pour améliorer le profil pharmacocinétique de molécules 
actives. Les peptides macrocycliques DPDPE et JOM-13 sont parmi les analogues cycliques les plus 
sélectifs pour DOPr. Malheureusement leur pont disulfure est sujet à une forte instabilité plasmatique, 
menant à l’ouverture du cycle. Afin de remédier à ces problèmes de stabilité métabolique, nous avons 
cherché une alternative à ce groupe sensible. Après une étude de la littérature, il nous est apparu que des 
ponts triazoles pourraient être un substitut adéquat, du fait de leur taille et de leur conformation proche 
de celle de l’espaceur disulfure, pourrait être un substitut adéquat. 
 
Pour ce faire, les précurseurs linéaires ont été synthétisés en phase solide en mettant à profit la 
compatibilité des fonction azoture et alcyne en position 2 et 5 (ou 2 et 4 pour le dérivé de JOM-13) des 
séquences. Nous nous sommes ensuite appuyés sur des méthodologies décrites dans la littérature pour 
préparer les différents macrocycles, toujours en phase solide, simplifiant ainsi la purification des 
analogues désirés. 
 
Les test d’affinité et d’efficacité biologiques réalisés sur les récepteurs DOPr et MOPr, ont ensuite révélé 
que l’analogue linéaire de DPDPE 40 subissait une augmentation de l’affinité pour MOPr, de même que 
sa forme macrocyclique 1,4-triazole 41. Le régioisomère 1,5-triazole, en revanche, était caractérisé par 
une perte de sélectivité pour DOPr moins importante que le peptide 40. Les molécules dérivées du JOM-
13, pour leur part, ont perdu toute affinité pour DOPr, que ce soit la forme linéaire 43 ou 1,5-triazole 45. 
Les mesures d’activation de la voie AMPc ont suivi la même tendance. En revanche, nous avons eu 
l’agréable surprise de constater que tous les composés synthétisés semblent être biaisés, du fait de 
l’absence de recrutement de la β-arrestine. 
 
Les études de docking réalisés par la suite ont indiqué que les composés 40 et 41 occupaient beaucoup 
moins efficacement la poche hydrophobe autour du résidu Leu300, expliquant ainsi la perte de sélectivité 
pour DOPr. Quant au macrocycle 42, il semble placer son noyau triazole plus proche de ce résidu essentiel 
pour la sélectivité. 
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Dans l’ensemble, bien qu’ils n’atteignent pas totalement l’objectif escompté, les résultats obtenus sont 
plutôt encourageants, et riches d’informations. Ainsi, quelques explorations supplémentaires devraient 
permettre d’atteindre nos attentes.  
 
Pour ce faire, il pourrait être intéressant de rallonger la taille de l’espaceur d’un carbone pour le composé 
42 portant un 1,5-triazole. Il suffirait alors d’introduire un Dab(N3) à la place du Dap(N3) en position 2 
de la séquence (Figure 97a). La modélisation de ce nouveau composé 46 (Figure 97b), révèle qu’en 
procédant ainsi, le noyau triazole se retrouverait beaucoup plus proche de Leu300, et pourrait améliorer 
de la sélectivité pour DOPr. De plus, la superposition de ce composé 46 avec le peptide 42 (Figure 97c) 
semble indiquer que la détente stérique induite par cette modification, permettrait d’optimiser le mode de 
liaison du composé dans la partie adresse du récepteur. 
 
Figure 97. Augmentation de la taille du cycle d’un carbone pour former le macrocycle 46 (a), et son 
docking induit dans le récepteur DOPr 4N6H (b), ainsi que sa superposition avec le macrocycle 42 (c). 
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Concernant le composé 1,4-triazole (41), il serait possible de l’optimiser en ajoutant un gem-diméthyle 
en position α de l’alcyne, de façon analogue à la pénicillamine des macrocycles DPDPE et JOM-13 
(Figure 98). Ces deux méthyles se retrouveraient alors à proximité de Leu300, laissant envisager une 
diminution de l’affinité pour MOPr. 
 
La propraglycine modifiée pourrait être facilement obtenue en sept étapes en partant de l’acide D-
aspartique protégé commercial (Schéma 13). Dans un premier temps, l’amine 48 serait protégé par un 
groupement 9-phenylfluorène dont l’intérêt sera de protéger la stéréochimie de l’acide aminé lors de 
Figure 98. L’ajout d’un groupement gem-diméthyle en position α du noyau triazole pourrait augmenter 
la sélectivité du macrocycle 47 (a), et son docking induit (MOE) dans le récepteur DOPr 4N6H (b), 
ainsi que sa superposition avec le macrocycle 43 (en marron) (c). 
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l’étape de diméthylation en présence de LiHMDS.343 L’amine et la chaîne latérale du composé 50 seront 
ensuite déprotégées par hydrogénation catalytique, avant de protéger à nouveau l’amine par un 
groupement Fmoc. L’acide 52, sera ensuite converti en amide de Weinreb, avant réduction vers 
l’aldéhyde à l’aide de DIBALH. Finalement, l’aldéhyde 53 sera transformé en alcyne par homologation 
de Seyferth-Gilbert, et l’acide carboxylique sera déprotégé en condition acide pour donner la 








CHAPITRE 4 : INVESTIGATIONS COMPLÉMENTAIRES EN POSITION 2 DE LA LEU-





La plus grande difficulté lors du traitement de la douleur chronique à l’heure actuelle, est la mauvaise 
compréhension des phénomènes impliqués lors de celle-ci, notamment au niveau du cerveau.344,345 En 
effet, il n’existe pas à proprement dit de « centre de la douleur », mais un réseau de régions du cerveau 
interconnectées entre elles, impliquées non seulement dans le signal douloureux, mais aussi dans les 
fonctions motrices, sensorielles ou cognitives.346 De plus, une composante psychologique s’ajoute à cette 
perception, rendant l’auto-évaluation de la douleur par le patient souvent inexacte.347,348 En fonction du 
type de douleur pathologique rencontrée, différentes zones du système central ou périphérique peuvent 
être touchées. De ce fait, la détermination exacte de ces zones impliquées, permettrait à moyen terme 
d’effectuer une médecine plus personnalisée à chaque patient en fournissant les molécules les plus 
susceptibles d’agir sur eux. Outre l’étude de la douleur, ce genre d’outils pourrait se révéler salutaire pour 
l’investigation des mécanismes impliqués dans les troubles d’addictologie, d’épilepsie ou les troubles de 
l’humeur, également reliés aux récepteurs opioïdes.349,350,351  
 
Longtemps limitée à l’étude post-mortem, le développement de techniques adaptées utilisables in vivo, 
appelé neuroimagerie fonctionnelle, a permis d’augmenter fortement notre compréhension des 
mécanismes de la douleur.352 Ces techniques reposent sur la mesure des variations de l’activité neuronale, 
traduites par un bouleversement au niveau métabolique (flux sanguin, métabolisme du glucose) ou au 
niveau neurochimique (liaisons de neurotransmetteurs sur leurs récepteurs).353,354 La technique la plus 
répandue dans ce domaine est l’imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle (IRMf), qui mesure la 
différence de champs magnétique entre le sang oxygéné (oxyhémoglobine, diamagnétique) utilisé par les 
neurones actifs et le sang désoxygéné (désoxyhémoglobine, paramagnétique) ressortant de ces 
neurones.355 Cette technologie est particulièrement utile pour l’observation de la douleur aigüe, mais n’est 
pas la plus adaptée pour la mesure des changements associés à la douleur chronique.356 Il existe toutefois 
des variantes plus adaptées à l’étude de cette pathologie.357,358  
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Une autre technique grandement utilisée est la tomographie par émission de positons (PET, Positron 
Emission Tomography).359,360 Son principe repose sur le greffage d’un radioisotope sur un ligand ou un 
médiateur biologique. Une fois arrivé à sa cible par circulation sanguine, le radioisotope très instable se 
désintègre en émettant un positron et un neutrino. Ce positron va alors très rapidement rencontrer un 
électron dans son voisinage. Les deux espèces vont ensuite s’annihiler en produisant deux photons de 
directions symétriquement opposées (180 °). Dès lors, le détecteur de rayons gamma est capable 
d’enregistrer ces deux photons en concordance, permettant la localisation du ligand. Le signal est 
finalement traité informatiquement afin de cartographier la zone étudiée. Cette technologie présente 
l’avantage d’être très précise comparée aux autres techniques.361 Elle est entre autres la seule à même de 
fournir une évaluation quantitative des récepteurs opioïdes dans le système nerveux central in vivo.362  
 
 
4.1.1. Les radioligands visant les récepteurs opioïdes dans la littérature. 
 
En effet, outre son usage pour le diagnostic de maladie neurodégénératives (18FTG),363 cette méthode a 
déjà été utilisée avec succès dans le domaine des récepteurs opioïdes,360 pour l’étude de l’expression des 
récepteurs opioïdes lors de douleur chronique, d’épilepsie,350 ou de chocs post-traumatiques.364 Plusieurs 
radioligands sont d’ailleurs déjà à la disposition de la communauté scientifique en clinique, tels que 
l’agoniste MOPr sélectif 11C-carfentanyl,362 ou l’agoniste KOPr 11C-GR103545 (Figure 99).365  
 
Concernant le récepteur DOPr, les efforts ont été essentiellement dirigés sur les dérivés de l’antagoniste 
Naltrindole.366 Ces derniers n’ont malheureusement pas permis une mesure suffisamment quantitative de 
ce récepteur, notamment du fait de leurs mauvaises propriétés pharmacocinétiques et de leur mode de 
liaison non spécifique.367,368 Un autre antagoniste DOPr dérivé du noyau Dmt-Tic a également été mise 
Schéma 14. 
 146 
au point.369 Malheureusement celui-ci n’était actif qu’au niveau périphérique. Ainsi, un radiotraceur 
sélectif à DOPr et efficace au niveau du système nerveux central est encore à découvrir. 
 
 
Cet objectif en tête, des efforts de recherches ont d’ores et déjà été réalisés par notre équipe en 
collaboration avec l’équipe du Professeur Brigitte Guérin possédant une expertise en radiochimie.  
 
4.1.2. Travaux précédents au laboratoire et description du projet. 
 
Récemment, Azadeh Pirisedigh travaillant dans ce laboratoire en collaboration avec nous, a développé 
un peptide antagoniste radiomarqué au 64Cu.370 Mettant à profit le motif DOPr hautement sélectif Tyr-
Tic-Phe-Phe (TIPP) développé par Schiller, un chélateur bifonctionnel 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-
triacétique acide (NOTA) permettant la complexation du métal a été greffé en position C-terminale du 
peptide, via un espaceur polyéthylèneglycol (PEG) (Figure 100, haut).371 Au préalable, un acide 
Figure 99. Radiotraceurs des différents récepteurs opioïdes développés. 
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aspartique avait été rajouté en position 5, du fait de l’importance de maintenir un acide carboxylique à 
cet endroit pour maintenir une bonne sélectivité DOPr.  
 
` 
Après complexation de cuivre « froid » (non radioactif), ce composé a manifesté de l’affinité et de la 
sélectivité pour DOPr supérieurs à celle du peptide DIPP, confirmant de ce fait l’innocuité de la sonde 
sur les propriétés biologique du composé. Finalement, les tests d’autoradiographies effectuées sur des 
Figure 100. Peptide marqué au cuivre 64 récemment développé au laboratoire (haut). 
Autoradiographie de coupes de cerveaux de rat sur lesquels ont été infusés une solution du peptide 
radiomarqué (bas).370 
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coupes de cerveau (rat) avec le peptide radiomarqué au cuivre ont démontré l’activation sélective des 
récepteurs DOPr, validant ainsi l’éventuelle application de cette molécule pour l’imagerie TEP. 
 
Nous souhaitions aussi concevoir un autre ligand agoniste DOPr plus proche de la structure de la Leu-
enképhaline. Au cours de sa thèse, Arnaud Proteau Gagné a développé une série d’analogues de Leu-
enképhaline portant une cystéine méthylée 11C en position 2 (Figure 101).242  
 
À l’intérieur de cette série, le composé D-Cys2-Leu5-enképhaline s’est démarqué avec une affinité et une 
efficacité supérieure à celle de la Leu-Enképhaline, ainsi qu’une sélectivité pour DOPr similaire. Les 
propriétés pharmacocinétique se sont vues également nettement améliorées, avec une stabilité 
Figure 101. Série d’analogues de la Leu-Enképhaline portant une cystéine méthylée en position 2. 
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plasmatique supérieure à 6 h, ainsi qu’un logD7,4 légèrement supérieur à 0. Le radiomarquage au 11C 
effectué par la suite sur cette molécule, a permis de prouver la faisabilité d’une telle stratégie pour la mise 
au point d’une nouvelle classe d’agents de diagnostic des récepteurs opioïdes.  
 
Bien que prometteur, nous désirions introduire sur la cystéine un 18F à la place du 11C. En effet, 
contrairement au 11C possédant un temps de demi-vie de 20 min, le fluor possède un une demi vie six fois 
plus grand (110 min).372 De ce fait, une plus grande flexibilité serait laissée tant pour la production du 
radiotraceur, que pour la réalisation de l’analyse d’imagerie où plusieurs acquisitions vont être possibles 
avec un même lot de radioligands. Le cuivre présente des propriétés nucléaires attrayantes. Mais pour ce 
type d’analyses, son temps de demi-vie élevé (13 h) soulève le problème de surexposition tant pour le 
patient que pour les praticiens.372 
 
Du fait de problèmes de stabilité in vivo, il n’est cependant pas possible d’introduire directement un 
atome de Fluor en position α du soufre de la cystéine. Ainsi, nous décrivons, dans le travail rapporté ici, 
la synthèse d’analogues dérivés de la séquence Tyr-D-Cys-Gly-Phe-Leu portant des chaînes 
fluoroalcanes de tailles croissantes (Figure 102), et leur influence sur les propriétés pharmacodynamiques 
et pharmacocinétiques. Il est d’ailleurs raisonnable de supposer que l’ajout de telles chaînes alcanes 
devraient améliorer l’hydrophobicité et la stabilité des ligands, propriétés qu’il faut optimiser pour obtenir 
d’un radiotraceur efficace dans le SNC. 
 
À l’issu des tests biologiques, le meilleur candidat sera sélectionné pour effectuer le radiomarquage au 
18F. 
 
Figure 102 : Série d’analogues de la Leu-Enképhaline portant une cystéine méthylée en position 2. 





La synthèse de toutes les molécules présentées dans cette section a été réalisée par Azadeh Pirisedigh. 
Dans un premier temps, le précurseur peptidique Tyr-D-Cys-Gly-Phe-Leu (55) a été préparé par synthèse 










a) Piperidine (20 %) dans DMF, 15 min, TP. 
b) Fmoc-Phe-OH (2.5 eq.), HATU (2.5 eq.), 
    HOBt-Cl (2.5 eq.), DIPEA (9 eq.), DMF, 2 h, TP.
c) Fmoc-Gly-OH (2.5 eq.), HATU (2.5 eq.), 
    HOBt-Cl (2.5 eq.), DIPEA (9 eq.), DMF, 2 h, TP.
d) Fmoc-D-Cys(Trt)-OH (2.5 eq.), DIC (2.5 eq.), 
    HOBt-Cl (2.5 eq.), DIPEA (9 eq.), DMF, 2 h, TP.
 
e) Fmoc-Tyr(OtBu)-OH (2.5 eq.), HATU (2.5 eq.), 
    HOBt-Cl (2.5 eq.), DIPEA (9 eq.), DMF, 2 h, TP.






















 Schéma 15. 
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Pour le couplage de la cystéine protégée, le réactif DIC a été utilisé à la place du réactif HATU, afin 
d’éviter la racémisation. Aussi, il est capital de rajouter du thioanisole lors de l’étape de clivage pour 
limiter la formation de dimères, ainsi que de l’éthanedithiol pour empêcher la recapture du carbocation 
trityle par le souffre.  
 
Une fois le précurseur 55 obtenu, les différents groupements prosthétiques (motif organique non protéique 
branché au peptide) portant l’atome de fluor ont été attachés à la cystéine par substitution nucléophile 
d’ordre 2 (Sn2) (Schéma 16). En effet, du fait de la forte nucléophilie de l’atome de soufre, il est possible 
d’alkyler sélectivement cette position en présence d’une base faible, sans avoir besoin de protéger les 





Dans un premier temps, les conditions de S-alkylation ont été optimisées en utilisant l’iodure de méthyle 
comme standard (Tableau 22, entrées 1-8).  
 
Tableau 22. Conditions de réactions pour la S-alkylation. 
 








(1:1) CH3I (1eq) 30 2 
3 NaHCO3  DMF/H2O (1:1) CH3I (1eq) 75 2 




(1:1) CH3I (2eq) 71 3 
6 TMG THF/H2O (1:1) CH3I (1eq) 65 17 
7 TMG CH3CN CH3I (1eq) 88 3 
8 TMG  CH3CN CH3I (3eq) 92 2 
9 TMG  CH3CN F-(CH2)2I (3eq) 81 3 
10 TMG  CH3CN F-(CH2)2I (5eq) 91 2 
11 TMG  CH3CN F-(CH2)3I (5eq)b 89 trace 
12 TMG  CH3CN F-(CH2)5OTS (5eq)b  57 31 
13 TMG  CH3CN F-(CH2)5OTS (5eq)c 81 19 
aLes rendements correspondent au pic principal en HPLC. Conditions de réactions : Temps : 20 min, (b50 
min ou c90 min); base : 4 eq; température : 40 °C; solvant : 100 µL.  
 
Parmi les différentes bases testées (Tableau 22, entrées 1-6), la tétraméthylguanidine s’est révélée être 
le meilleur candidat. De plus, plusieurs systèmes de solvants ont été testés (Tableau 22, entrées 2, 3, 6, 
7) et l’acétonitrile apparait comme le meilleur solvant. Il a été constaté que l’ajout de 3 équivalents d’ 
iodométhane résultait en une légère amélioration du rendement (Tableau 22, entrée 8). 
 
Ces conditions optimisées ont ensuite été appliquées à l’alkylation du 1-fluoro-2-iodométhane et du 1-
fluoro-3-iodopropane pour former les composés 56 et 57 (Schéma 16; Tableau 22, entrées 9-11). Le 
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ligand 58 a été produit de façon similaire (Schéma 16; Tableau 22, entrées 12, 13), après préparation du 
5-fluoropentyl-4-methyl-benzene sulfonate 60 en deux étapes depuis le 1,5-pentanediol (Shéma 16). La 
masse du produit secondaire formé dans chaque expérience, semble correspondre au peptide dont la 
cystéine a été oxidé en acide sulfinique (composé 55-Ox, Schéma 16).  
 
4.3. Propriétés pharmacologiques des composés 55-58. 
 
4.3.1. Affinité et efficacité cellulaire. 
 
Une fois synthétisés, l’affinité et l’activation des voies signalétiques des composés 55-58 ont été mesurées 
sur des membranes HEK exprimant sélectivement les récepteurs DOPr et MOPr (Tableau 23). 
 
Tableau 23. Affinité et efficacité biologique des composés 56-58. 
 












1 1,00 ±  0,28 0,74  ± 0,15 0,10 ± 0,06 9,30 ± 2,58 1,79 ± 0,41 694 ± 190 
56 0,50 ±  0,04 0,47 ± 0,09 0,06 ± 0,03 2,85 ± 4,24 0,86 ± 0,43 445 ± 250 
57 0,38 ± 0,05 0,70  ± 0,25 0,18 ± 0,19 5,36 ± 12,4 1,15  ± 0,09 689 ± 167 
58 1,33 ±  0,32 0,84  ± 0,15 0,30 ± 0,16 15,3 ± 20,3 2,3  ± 0,8 979 ± 275 
aLes valeurs d’IC50 ou d’EC50 sont les moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes. bLes 
valeurs d’EC50 sont les moyennes de +/- S.E.M. de 3 à 5 expériences indépendantes 
 
On peut dès lors constater que les analogues 56 et 57 sont deux fois plus affins sur DOPR que la Leu-
Enképhaline 1. La présence d’une chaîne à 5 carbones dans la molécule 58 semble être également tolérée, 
malgré une légère diminution de l’affinité. 
 
Concernant l’activation de la voie signalétique AMPc, aucune évolution majeure n’est observée avec des 
valeurs sensiblement identiques à celle de la Leu-enképhaline, tant pour DOPr que pour MOPr. Une 
légère baisse de la sélectivité est toutefois observée pour les 56-58 composés synthétisés. 
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De la même façon, l’activation de la voie signalétique β-arrestine suit la même tendance que la voie 
précédente pour les deux récepteurs, et ne semble pas perturbée par les modifications en position 2. 
 
4.3.2. Modélisation moléculaire dans le récepteur DOPr. 
 
Les résultats d’affinité et d’efficacité biologique étant obtenus, les trois ligands ont été dockés dans la 
structure cristallographique 4N6H de DOPr (Figure 103). 
 
 
Les bonnes propriétés pharmacodynamiques des peptides 56-58 peuvent être expliquées par le 
positionnement de la chaîne fluoroalcane dans une cavité hydrophobe. Cette poche lipophile est formée 
par les résidus Ile277, Val281, Leu300, Ile304, sur les hélices transmembranaires TM6 et TM7. Pour les 
deux premiers peptides, la chaîne est suffisamment petites pour ne pas corrompre le repliement du peptide 
dans la partie adresse. 
Figure 103. Docking induit (MOE) des peptides 56 (a) et 57 (b) dans la structure cristallographique 
4N6H du récepteur DOPr. 
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Au contraire, la chaîne beaucoup plus imposante du composé 58 semble déstabiliser le coude β formé 
dans le cas de la Leu-enképhaline et des molécule 56, 57, expliquant ici les résultats légèrement inférieurs 
aux deux autres. 
 
4.3.3. Propriétés pharmacocinétiques des molécules 56-58. 
 
Notre but ultime étant le développement de radiotraceurs actifs dans le système nerveux central, il est 
essentiel de s’assurer de leur capacité à traverser la barrière hémato-encéphalique. Pour cela, les valeurs 
de logD7,4, l’efficacité lipophilique, ainsi que les temps de demie vie plasmatique des composés 56-58 







Figure 104. Docking induit (MOE) des peptides 58 dans la structure cristallographique 4N6H du 
récepteur DOPr. 
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Tableau 24. Valeurs de logD7,4 des peptides 56-58 
 
Entrée logD7,4 ∆logD7,4 clogD ∆clogP LLE T1/2  
1 -0,89 0 -1,86 0 10,9 2 min 
56 0,04 0,93 -0,92 0,94 10,2 > 6 h 
57 0,36 1,25 -0,70 1,16 9,38 > 6 h 
58 0,95 1,84 0,26 2,12 8,57 > 6 h 
aLes valeurs de clogD et de tPSA ont été calculées par la suite logicielle ChemAxon. b∆logD = 
logDcomposé1-LogDanalogue cLLE : Efficacité Lipophilique d’un Ligand calculée par la formule LLE = pEC50 
- logD7,4.  
 
À notre grand plaisir, une augmentation de la valeur du logD de l’ordre de 1 à 2 unités de log a été 
constatée pour les composés 56-58. Les valeurs mesurées sont cohérentes avec celles obtenues par 
calculs, et le logD augmente linéairement de 0,30 par carbones ajoutés aux ligands.  
 
Le calcul de l’efficacité lipophile des ligands démontre que le gain d’affinité des peptides 56 et 57 est 
essentiellement lié à leur composante lipophile. La meilleure valeur a été obtenu pour l’analogue 56. 
Finalement, un temps de demi-vie supérieur à 6 h a été mesuré pour les trois peptides synthétisés. Ces 
valeurs combinées à celles du logD laissent présager la viabilité des composés en tant qu’agents actifs 
dans le SNC. 
 
Ainsi, selon les résultats pharmacodynamiques et pharmacocinétiques, les composés 56 et 57 ressortent 
comme les meilleurs candidats pour la prochaîne étape de radiomarquage au 18F. Nous avons décidé de 




Les conditions de bombardement pour la création de l’isotope 18F sont telles, qu’il est bien entendu 
impossible de former le produit à même le cyclotron. Le fluor marqué est donc préparé par irradiation de 
la cible à par partir d’eau enrichie en 18O, puis il est transféré au laboratoire où il est alors disponible pour 
des réactions ultérieures. 
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4.4.1. Synthèse par distillation du ligand prosthétique. 
 
Notre premier objectif consistait à synthétiser le ligand prosthétique 62 radiomarqué au 18F de façon 
efficace, en s’inspirant de la littérature (Schéma 17).373 Pour cela, l’alcool du 2-bromoéthanol commercial 
a été activé au préalable sous la forme d’un groupement tosylate. Ce groupe a l’avantage d’activer l’alcool 
pour l’étape suivante, tout en étant suffisamment stable pour pouvoir le conserver longtemps et en 
quantité, avant expérience au cyclotron. 
 
 
L’alcool activé 61 a ensuite été mis à réagir dans le module de synthèse automatique mis au point par 
Sébastien Tremblay, assistant de recherche chez la professeure Guérin. Ce système a l’avantage de 
pouvoir gérer la plupart des étapes de la synthèse radiochimique de façon automatisé tout en minimisant 
l’exposition au radioisotope. Cet appareillage est décrit au schéma 18. 
 
Lors du pompage P1, l’eau enrichie en 18F est passée à travers une résine composée d’amines quaternaire 
(QMA, Quaternary Methylammonium) chargée de piéger les ion fluorures. L’eau résiduelle est ensuite 
enlevée par distillation azéotropique en présence d’acétonitrile (V2), puis une solution de tétraéthylbutyl 
ammonium dans le méthanol (V3) est passée à travers la résine afin d’amener le fluor dans le réacteur 
(R5). Après séchage sous flux positif d’azote, l’ester sulfonique 61 dissous dans l’ortho-dichlorobenzene 
(o-DCB) est amené (V4) dans le réacteur, où il va réagir avec les ions fluorures à 120 °C. Une fois la 
réaction terminée, le point d’ébullition du composé 62 (72 °C au lieu de 174 °C pour le composé 61) est 
mis à profit, en distillant sélectivement ce dernier à 110 °C sous flux d’azote (D6), puis est finalement 
piégé dans un solvant à l’autre bout de la ligne. Nous avons observé que le DMSO était le solvant le plus 
efficace pour réaliser cette tâche. Un meilleur rendement a été observé lorsque de l’o-DCB était ajouté 





Une fois le composé 62 récolté, celui-ci peut être analysé par HPLC équipé d’un détecteur de 
radioactivité, ou mis à réagir avec le précurseur peptidique 55. D’après les spectres HPLC obtenus, la 
conversion semble se passer de façon sélective avec un rendement de 40 %. 
 
Les conditions de radiomarquage du ligand prosthétique étant optimisées, nous voulions trouver un 
moyen de convertir l’atome de brome en iode afin de pouvoir se placer dans des conditions similaires à 
celles obtenues pour la synthèse des ligands froids. Pour ce faire, de l’iodure de lithium, LiI, a été ajouté 
au distillat et la solution a été mise à chauffer à 100 °C pendant 15 minutes. Ces conditions optimisées 
ont permis une conversion de 60 %, observable en HPLC. 
 





Tableau 25. Conditions de réactions pour la S-alkylation du ligand obtenu par distillation. 
 
Entrée Base Solvant X Température °C Observations 
1 -  THF/H2O (1:1) I TP Pas de réaction 
2 NaHCO3  THF/H2O (1:1) I TP Pas de réaction 
3 TMG  THF/H2O (1:1) I TP Dégradation 
4 NaHCO3 CH3CN/H2O (1 :1) I TP Pas de réaction 
5 NaHCO3  CH3CN/H2O (1:1) I 40 Dégradation 
6 NaHCO3 DMF/H2O (1:1) I TP Pas de réaction 
7 NaHCO3 DMSO/H2O (1:1) I TP Pas de réaction 
8 -  THF/H2O (1:1) OTf TP Pas de réaction 
9 NaHCO3  THF/H2O (1:1) OTf TP Pas de réaction 
10 TMG  THF/H2O (1:1) OTf TP Dégradation 
11 NaHCO3 CH3CN/H2O (1 :1) OTf TP Pas de réaction 
12 NaHCO3  CH3CN/H2O (1:1)           OTf TP Dégradation 
13 NaHCO3 DMF/H2O (1:1)           OTf TP Pas de réaction 
14 NaHCO3 DMSO/H2O (1:1)  OTf TP Pas de réaction 
aLes rendements correspondent au pic principal en HPLC. Conditions de réactions : Temps = 20 min 
(b50min, c90 min); base (4 eq); température (40 °C); solvant : 100 µL (e400 µL; g1000 µL).  
 
La réaction a été tentée en présence ou non de différentes bases (entrées 1-7). Malheureusement aucune 
formation du produit désiré n’a été observée. Dans le cas où la tetraméthylguinidine (TMG) a été utilisée, 
Schéma 19. 
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des produits de dégradation étaient observables en HPLC. L’utilisation de différents systèmes de solvants, 
ou l’augmentation de la température n’ont pas permis d’obtenir de meilleurs résultats. 
 
Ainsi, nous avons décidé de changer le nucléofuge par un groupe triflate (entrées 8-14). Pour cela, une 
colonne tapissée de triflate d’argent a été positionnée entre le réacteur et le vial de récolte, afin d’assurer 
la conversion lors de la distillation du bromure 62. Aucune amélioration n’a été constatée. 
 
Nous avons alors décidé de nous rapprocher des conditions utilisées lors de la thèse d’Arnaud Proteau-
Gagné.242 En effet, au cours de celle-ci, la réaction avait été réalisée dans une boucle HPLC permettant 
de diminuer la quantité de solvant utilisée et donc d’augmenter la concentration. Ainsi, au moment de la 
distillation, les vapeurs ont été envoyées dans la boucle HPLC, dans laquelle une solution du peptide 55 
avait été introduite au préalable (Tableau 26). 
 
Tableau 26. Conditions de réaction pour la S-alkylation du ligand obtenu par distillation dans la boucle 
HPLC. 
 
Entrée Base Solvant X Température °C Rendementa 
1 -  MeCN Br TP Pas de réaction 
2 NaHCO3 MeCN Br TP Pas de réaction 
3 NaHCO3 MeCN Br 40 Pas de réaction 
4 - MeCN OTf TP Pas de réaction 
5 NaHCO3  MeCN OTf TP 2 % 
6 NaHCO3 MeCN OTF 40 Dégradation 
7 NaHCO3 MeCN/H2O (1:1) OTf TP Pas de réaction 
aLes rendements correspondent au pic principal en HPLC. Conditions de réactions : Temps : 20 min; 
base : 4 eq; solvant : 100 µL.  
 
La distillation du fluoroéthylbromure n’a pas permis de former l’enképhaline alkylée (entrées 1-5). En 
revanche, nous avons alors eu le plaisir de constater la formation du pic radioactif correspondant au 
composé souhaité (entrée 5), lorsque le triflate était utilisé en tant que groupe partant. Malheureusement, 
le peu de rendement obtenu ne permettait pas une utilisation pour des tests ultérieurs. L’augmentation de 
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la température de réaction (entrée 6) ou l’ajout d’eau (entrée 7) dans le système de solvant, n’as pas 
permis d’obtenir de meilleurs résultats. 
 
Ces résultats, bien qu’insuffisants, ont permis de souligner l’importance de la concentration, ainsi que du 
triflate en tant que groupe partant pour la réalisation de cette réaction. La principale limitation de cette 
dernière approche semble être la difficulté de distiller efficacement le précurseur radiomarqué. En effet, 
il est impossible d’utiliser un flux d’azote trop important au risque de chasser la solution présente dans la 
boucle HPLC. De plus il est difficile de quantifier la conversion du bromure en triflate. 
 
4.4.2. Synthèse par formation in situ du triflate. 
 
Comme mentionné dans la section précédente, le triflate apparaissait comme le nucléofuge le plus adapté 
pour notre alkylation. Toutefois, la production de ce dernier par distillation semblait être problématique. 
C’est ainsi que nous avons décidé de changer d’approche. Récemment, Peters et al. ont décrit une 
synthèse efficace de [18F]FEtOTf  à partir d’éthylène sulfite.374 Contrairement à la stratégie précédente, 
où le ligand fluoré était purifié par distillation, le ligand fluoré a ici été purifié par extraction phase solide 
(SPE, solid phase extraction). 
 
Notre première tâche consistait donc à adapter les conditions décrites par les auteurs de l’article, à notre 
montage de synthèse automatique (Schéma 20 et 21).  
 
De façon similaire à précédemment, le fluor a été pompé (P1) depuis le cyclotron jusqu’au montage et 
piégé sur une colonne QMA. Après élimination de l’eau résiduelle par séchage azéotropique (V2), le 
fluor a été transféré dans le réacteur par une solution de TEAB dans le méthanol (V3). Le milieu 
réactionnel a ensuite été concentré, avant l’ajout de l’éthylène sulfite 63 dans l’acétonitrile (V4), pour 
former le 2-fluoroéthanol 64 (R5). La solution a ensuite été transférée dans un second réacteur (V6) 
Schéma 20. 
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préchargé avec l’anhydride triflique afin d’activer l’alcool (R7). Finalement l’excès d’anhydride triflique 
a été purifié par passage sur une cartouche d’alumine (V8) avant transfert du composé 65 dans le vial de 
récolte. 
 
Trois équivalents de Tf2O ont été nécessaires à la conversation totale du composé 64 et 65, observée en 
HPLC. En effet, pour la première fois depuis le début de nos expériences, nous avons été capables 
d’observer un pic correspondant au triflate, confirmant ainsi que les quantités de fluoroéthyltriflate, 
produites à la section 4.4.1 étaient surement minimes. Comparé aux résultats de Peters et al., un 
rendement moindre a été obtenu (33% au lieu de 78%).374 Ceci est probablement dû à l’absence de 
catalyseur de transfert de phase lors de l’étape de fluorination. Ce rendement reste toutefois acceptable. 
La solution du composé 65 dans l’acétonitrile a ensuite été mis à réagir avec 2,6 équivalents d’aniline à 
température ambiante, puis purifiée par HPLC semi-préparative. Conformément à nos attentes, une 
disparition totale du pic correspondant au tosylate a été observée, au profit de la formation d’un nouveau 




Puisque cette synthèse reproduit les conditions utilisées pour la préparation du ligand froid en deux étapes 
depuis le fluoroéthanol (Schéma 22), nous pouvons affirmer que ce nouveau pic correspondait bien à 
l’aniline radiomarquée. 
 
Encouragé par ces bons résultats, nous avons logiquement tenté d’appliquer ces conditions à notre 
précurseur 55 (Tableau 27). 
 
Tableau 27. Conditions de réactions pour la S-alkylation du ligand obtenu par SPE. 
 
Entrée Base Solvant Température °C Rendementa 
1 -  Acétonitrile TP Pas de réactionb 
2 - Acétonitrile 40 Pas de réactionb 
3 NaHCO3 Acétonitrile TP Pas de réactionb 
4 NaHCO3 Acétonitrile 40 Pas de réactionb 
5 TMG Acétonitrile TP Dégradationb 
6 Cs2CO3 Acétonitrile TP Pas de réactionb 
7 tBuOK Acétonitrile TP Pas de réactionb 
8 - Acétonitrile TP Pas de réactionc 
aLes rendements correspondent au pic principal en HPLC. Conditions de réactions : Temps : 10 min; 
base : 4 eq; solvant : 1 mL. Quantité :  b1,66 µmol de peptide 55. c515 µmol de peptide 55. 
 
Malheureusement, cela n’a pas eu l’effet escompté (Tableau 27, entrée 1). L’ajout de NaHCO3 ou le 
chauffage à 40 °C (Tableau 27, entrées 2-4) n’ont pas permis d’obtenir de meilleurs résultats. Par la 
suite, d’autres bases ont été tentées (Tableau 27, entrées 5-7), sans aucun effet. 
 
Du fait du peu de peptide en notre possession, seulement 1 mg de peptide était utilisé lors des tests 
d’alkylations. En y regardant de plus près, nous avons constaté que la molarité mise en jeu était bien 
Schéma 22. 
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inférieure à celle utilisée lors de la réaction test avec l’aniline (300 fois moindre), et ce, avec la même 
quantité de solvant. Une fois encore, la concentration semblait critique. Ainsi, la réaction d’alkylation a 
été tentée à nouveau avec une quantité de peptide suffisante (100 mg) (Tableau 27, entrée 8). Encore 





Au cours de sa thèse, Arnaud Proteau Gagné avait développé un analogue de Leu-enképhaline portant 
une D-Cystéine méthylée en position 2 (composé 55). Ce composé s’était démarqué par des propriétés 
pharmacodynamiques conservées et une augmentation significative de la stabilité et de la lipophilicité. 
Des travaux supplémentaires avaient entre autres démontré la possibilité de marquer ce composé au 11C. 
Dans la continuité de ces travaux, nous souhaitions mettre au point un composé proche marqué cette fois 
au 18F. 
 
Plusieurs dérivés de 55, portant des chaînes fluoroalcanes de tailles variables (2, 3 et 5 carbones) ont été 
synthétisées sur phase solide pour la séquence peptidique, puis par synthèse classique pour le 
branchement des différentes chaînes. 
 
Les tests d’affinité ainsi que les tests de recrutements des voies signalétiques AMPc et β-arrestine sur les 
récepteurs DOPr et MOPr réalisés par la suite, ont démontré que ce genre de modification ne changeait 
pas les propriétés pharmacodynamiques de façon significative. Les meilleurs résultats ont été obtenus 
pour les molécules 56 et 57 comportant respectivement une chaîne à 2 et 3 carbones. 
 
Concernant les propriétés pharmacocinétiques, un gain significatif de lipophilicité (2 unités de log) a été 
observé et de ce fait une augmentation de leur capacité à traverser la barrière hématoencéphalique pour 
atteindre les récepteurs opioïdes. Les composés 56 et 57 sont donc apparus comme des candidats viables 
pour le développement de nouveau radioligands visant le récepteur DOPr pour le diagnostic médical. 
 
Plusieurs efforts de synthèse radiochimique ont alors été réalisés pour le radiomarquage du composé 56. 
À notre grande surprise, il nous a été impossible d’obtenir le composé souhaité, malgré les bons résultats 
pour la synthèse des ligands froids et du fort pouvoir nucléophile du souffre. Il nous a été toutefois 
 165 
possible d’identifier deux critères essentiels pour la bonne réalisation de cette réaction : L’utilisation du 
triflate en tant que groupe partant et une concentration élevée. Ainsi, pour mener à bien notre objectif, il 
faudrait trouver un moyen de diminuer le volume de réaction. Ceci n’est pas aussi simple qu’il n’y parait. 
Il est en effet indispensable de conserver les volumes utilisés lors des élutions sur les colonnes SPE, au 
risque de perdre beaucoup de produit sur celles-ci. Une solution pourrait être d’évaporer une partie de 
l’acétonitrile en fin de réaction, à l’aide d’un flux d’azote. L’alkylation avec le peptide 55 pourrait ensuite 
être réalisée en conditions plus concentrée. 
 
Dans l’hypothèse où l’on parviendrait à effectuer l’alkylation, et que de bons résultats soient obtenues 
lors des tests d’autoradiographie, il est raisonnable de penser que la lipophilicité du radiotraceur ne soit 
pas encore suffisante pour se rendre dans le cerveau. Dans ce cas, il serait intéressant de combiner 
l’alkylation en position 2 avec les modifications étudiées au cours des chapitres 1 et 2, et d’étudier leur 
compatibilité (Figure 105). 
 
Récemment, l’équipe du professeur Britton a mis au point un procédé permettant la fluorination d’alcanes 
non-activés et notamment sur la chaîne latérale d’acides aminés non protégés tels que la valine ou la 
leucine.375 La méthodologie décrite se passe en conditions radicalaires et nécessite un alcane tertiaire pour 
Figure 105. Structures chimiques des composés 70-73. 
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la stabilisation du radical. Ainsi, il serait intéressant de mettre à profit une telle stratégie sur la Leu-
Enképhaline (74), ou sur une version modifiée du peptide 55 (75) (Figure 106). 
 
 




Le traitement de la douleur est malheureusement encore un domaine thérapeutique qui n’a toujours pas 
été parfaitement comblé. La plupart des drogues utilisées en clinique sont caractérisées par un manque 
d’efficacité et/ou associées à de nombreux effets secondaires. Du fait de son panel d’effets secondaires 
réduit, le récepteur opioïde DOPr laisse entrevoir le développement de molécules plus sécuritaires pour 
le traitement de la douleur sur le long terme. Aussi, la Leu-enképhaline et d’autres ligands endogènes de 
ce récepteur apparaissent comme des modèles intéressants. Malgré leur efficacité, leur utilisation est 
limitée par leur mauvaises propriétés pharmacocinétiques. De nombreuses modifications ont d’ores et 
déjà été proposées par les grands noms de ce domaine. Ainsi, nous souhaitions apporter notre pierre à 
l’édifice. Les travaux effectués antérieurement au laboratoire avaient souligné l’importance de la 
modification des liaisons amides par des fonctions isostères, ou de la chaîne latérale en position 5 de la 
Leu-enképhaline. En autre, ces premiers résultats, avaient permis la proposition d’un modèle actif de la 
Leu-enképhaline dans le récepteur DOPr. La figure 107 illustre les différentes modifications étudiées 
dans cet ouvrage. 
 
Au cours du premier chapitre, les positions C-terminale et N-terminale, responsables en grande partie de 
la forte polarité et de la mauvaise stabilité plasmatique ont été tour à tour remplacées par un tétrazole et 
un guanidyle. Ces fonctions isostères ont été choisies pour leur potentielle habilité de conserver les 
Figure 107. Résumé des travaux effectués au cours de cette thèse. 
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interactions moléculaires clés avec le récepteur, tout en augmentant la lipophilicité et la stabilité 
plasmatique, en empêchant la reconnaissance des sites de clivages par les protéases. Ces altérations ont 
ensuite été testées en combinaison sur la Leu-enképhaline ou sur le DADLE. Conformément à notre 
hypothèse, ces modifications n’ont pas perturbé l’affinité ou l’efficacité biologique des molécules, 
conduisant à des valeurs proches du peptide parent. Une amélioration a même été constatée pour certaines 
d’entre elles (composés 4 et 13, Figure 108). Concernant les propriétés pharmacocinétiques, nous avons 
eu le plaisir de constater que l’ajout d’un guanidyle à la place de l’ammonium (composé 4) permettait 
d’augmenter le temps de demi-vie à 15 min (au lieu de 2 min pour la Leu-enképhaline). La modification 
en C-terminale n’a eu aucune influence sur ce paramètre (composé 2). Les résultats les plus spectaculaires 
ont été obtenus pour les molécules 5 et 8, avec une stabilité plasmatique supérieure à 6 h. La molécule 8 
s’est également démarquée par une valeur de logD de 0,53, soit un gain de deux unités de log. La molécule 
13 obtenue par hasard au cours de nos expériences, c’est révélé également intéressante. Bien que l’aspect 
imposant du noyau pyridyl ait pu laisser craindre une conversion du ligand en antagoniste, il a, au 
contraire, préservé le coté agoniste tout en améliorant de l’affinité et de la sélectivité pour DOPr. 
Figure 108. Molécules d’intérêt issues du chapitre 1. 
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Ainsi par cette étude, nous avons démontré que le remplacement simultané de chaque extrémité de la 
Leu-enképhaline était une stratégie viable pour l’amélioration de son profil pharmacocinétique tout en 
conservant ses propriétés pharmacodynamiques. 
 
Au chapitre 2, nous nous sommes intéressés à l’influence de la substitution du noyau aromatique sur la 
phénylalanine en position 4. Bien qu’il soit admis que ce résidu contribue à la sélectivité entre les 
différents récepteurs opioïdes, son positionnement dans le récepteur DOPr est encore sujet à controverse. 
Plusieurs modifications sur cette position avaient déjà été décrites dans la littérature, cependant aucune 
approche rationnelle n’avait encore été réalisée. C’est donc la tâche à laquelle nous nous sommes attelés, 
en nous aidant pour cela de l’arbre décisionnel de Topliss. La plupart des composés synthétisés ont 
conservé des valeurs d’affinité et d’efficacité similaires à la Leu-enképhaline, confirmant la forte latitude 
de ce résidu. Des variations de sélectivité pour DOPr ont toutefois été observées. La série d’analogues 
comportant un halogène en position 3 (composés 26, 30 et 31) du cycle aromatique s’est toutefois 
démarquée (Figure 109), en particulier le peptide 26. Les travaux de docking induit sur ces composés ont 
révélé que l’halogène en cette position serait potentiellement capable de former une liaison halogène 
bénéfique avec le carbonyle de Trp284 pour la liaison des ligands dans le récepteur. 
  
Figure 109. Molécules d’intérêt issues du chapitre 2. 
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De ces travaux de modélisation, se sont aussi dégagés plusieurs tendances de positionnement du noyau 
aromatique en fonction des groupements présents. Tandis que les groupements lipophiles semblent 
induire un positionnement vers le bas du récepteur, les substituants polaires dirigent quant à eux le noyau 
aryle vers une poche hydrophile en haut du récepteur. De façon intéressante, ces tendances suivent 
l’évolution de la sélectivité, confirmant l’hypothèse qu’une position du groupe phényle (de la 
phénylalanine), proche de la tyrosine favorise la sélectivité. De ce fait, ces travaux nous ont permis de 
proposer des éléments de réponse sur le comportement du résidu Phe4 dans le récepteur DOPr, ainsi que 
la découverte de l’effet bénéfique d’un halogène en position 3 du noyau aromatique. 
 
Une autre approche souvent utilisée en chimie médicinale pour l’optimisation de candidats médicaments 
est la macrocyclisation. De nombreux macrocycles inspirés de ligands endogènes opioïdes ont été mis au 
point au cours des trente dernières années, mais peu d’entre eux sont réellement sélectifs à DOPr. Parmi 
eux, le DPDPE et le JOM-13 sont particulièrement intéressants. Toutefois, la présence d’un pont disulfure 
sur leur structure, à cause de son instabilité métabolique possible, est problématique. Ainsi nous avons 
proposé dans le troisième chapitre, de remplacer ce pont disulfure par une fonction triazole, supposée 
conserver l’intégrité structurelle des macrocycles mentionnés. Aidé par la méthodologie de chimie click 
en phase solide, plusieurs analogues portant soit un 1,4-triazole ou un 1,5-triazole (dépendamment du 
catalyseur utilisé) ont été synthétisés (Figure 110). De ces molécules, seuls les composés dérivés du 
DPDPE (41 et 42) ont produits des résultats intéressants. Là où le remplacement par un 1,4-triazole (41) 
provoque une nette préférence pour MOPr, l’ajout d’un 1,5-triazole (42) permet de réduire cette tendance. 
  
Figure 110. Molécules d’intérêt issues du chapitre 3. 
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Bien que les que ces macrocycles ne soient pas sélectifs à DOPr, la preuve a été faite que cette stratégie 
pourrait permettre de remplacer le pont disulfure, tout en s’appuyant sur la simplicité de la chimie click. 
De plus, les quelques calculs effectués par la suite, ont mis en lumière quelques paramètres qui pourraient 
permettre d’améliorer tant l’affinité que la sélectivité pour DOPr de ces peptides macrocycliques. 
 
En complément des travaux initiés par Arnaud Proteau Gagné, la position 2 de la Leu-Enképhaline a été 
explorée plus en profondeur durant le chapitre 4. Ce projet mené en collaboration avec l’équipe de la 
professeure Brigitte Guérin, a permis de mettre en évidence la compatibilité de longues chaînes alcanes 
fluorées sur cette position (Figure 111). En effet, l’ajout d’une chaîne à deux carbones (56) ou à trois 
carbones (57), n’as pas eu d’influence majeure tant pour l’affinité que pour l’activations des voies de 
signalisations. En revanche, ces modifications ont permis d’améliorer significativement la lipophilicité 
(logD) et la stabilité de ces molécules (> 6h). Cette compatibilité de ces chaînes alcanes en position 2 
pourrait être expliquée par leur capacité à remplir une grosse poche hydrophobe du récepteur DOPr.  
 
Dans la deuxième partie de ce chapitre, plusieurs efforts de radiomarquage de la molécule 56 ont été 
tentés, sans succès. Nous avons cependant été capables de produire efficacement les ligands prosthétiques 
marqués au 18F. De plus, plusieurs paramètres clés ont été identifiés pour la réussite d’une telle manœuvre, 
comme l’utilisation de triflate en tant que groupe partant, lors de la réaction d’alkylation. Il est également 




Figure 111. Molécules d’intérêt issues du chapitre 4. 
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Ainsi, les résultats de cette thèse apportent des informations précieuses pour notre compréhension du 
mode de liaisons des ligands peptidiques dans le récepteur DOPr, ainsi que l’optimisation de leurs 
propriétés pharmacocinétiques pour en faire de meilleurs candidats médicaments. Le combat contre la 
douleur est ardu, mais sur le long terme, la mutualisation des connaissances apportées par notre groupe 
et les autres acteurs du domaine permettront le développement de traitements efficaces plus sécuritaires. 
 
Concernant nos travaux, plusieurs suggestions de perspectives ont d’ores et déjà été proposées à la fin de 
chaque chapitre, mais il me semble essentiel de faire une synthèse de celles-ci. La prochaîne étape logique 
serait donc d’étudier la combinaison des modifications effectuées au cours des différents chapitres de 
cette ouvrage, mais aussi de celles obtenus par mes prédécesseurs. Dans l’hypothèse où ces combinaisons 
seraient additives, voir synergiques, un composé stable, capable de traverser la BHE et sélectif à DOPr 
pourrait voir le jour. Plusieurs exemples non exhaustifs sont listés en figure 112. 
 
 
Figure 112. Exemples de combinaisons possibles. 
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La molécule 76 regroupe le tétrazole et la guanidine issues du chapitre 1, la chaîne alcane du chapitre 3 
et le chlore en position 3 de la phénylalanine du chapitre 2. Structurellement proche, le composé 77 voit 
sa première liaison amide remplacé par un fluoroalcène. L’analogue 78, quant à lui est un dérivé du 
macrocycle DPDPE, auquel a été ajouté un groupe tétrazole et un groupe guanidyle à chaque extrémité, 
ainsi qu’un chlore en position 3 de la phénylalanine. Finalement le composé 79 est une version modifiée 
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Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphère d'azote dans de la verrerie séchée à la flamme 
sous pression réduite. Les solvants anhydres et certains réactifs liquides ont été distillés avant leur 
utilisation, et ils sont rapportés dans le tableau G.1 suivant. 
 
Tableau G.1 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. 
 
Solvant / Réactif distillé Agent desséchant 
Acétonitrile Hydrure de calcium 
Anhydride trifluorométhanesulfonique P2O5 
Benzène Hydrure de calcium 
Dichlorométhane Hydrure de calcium 
N,N-Diisopropylamine Hydrure de calcium 
Éther diéthylique Hydrure de calcium 
Méthanol Mg0 et I2 
Pyridine Hydrure de calcium 
Tétrahydrofurane Sodium, Benzophénone 
N,N,N-triéthylamine Hydrure de calcium 
Toluène Hydrure de calcium 
 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de verre recouvertes de gel de 
silice (0.25 mm, Silicyle). Les produits en chromatographie sur couche mince ont été révélés à la lampe 
UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4 ou dans une solution de ninhydrine, suivi 
d'un chauffage. Les chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel de silice (40-63 µm, Silicyle). 
 
Les spectres de résonance magnétique nucléaire 1H (300 MHz) et 13C (75 MHz) ont été enregistrés avec 
un appareil Bruker AC-300. Les spectres de résonance magnétique nucléaire 1H (400 MHz) et 13C (101 
MHz) ont été enregistrés avec un appareil Bruker Ascend 400. L’étalon interne est le chloroforme (δH = 
7,26 ppm; δC = 77,2 ppm), le diméthylsulfoxyde (δH = 2,49 ppm; δC = 39,5 ppm), le méhanol (δH = 
3,31 ppm; δC = 49,1 ppm) ou l’eau (δH = 4,79 ppm).  
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 Les spectres de masse ont été enregistrés avec un spectromètre VG Micromass ZAB-2F, sur un ESI-Q-
Tof (Maxis).  
 
Les angles de rotation optique ont été mesurés à l’aide d’un polarimètre Perkin-Elmer 141. 
 
La pureté des peptides a été déterminé par injection des peptides purifiés dans une HPLC Agilent 1100 
series (colomne : Eclipse XDB-C18, 4,6 mm x 250 mm, 5 µm; solvant A : 0,1 % TFA dans l’eau; solvant 
B : 0,1 % TFA dans l’acétonitrile; 10-70 % B dans A en 50 min; débit : 1 mL/min; détection UV à 210 
nm. 
 
Pour la productions des espèces radiomarquées, le 18F a été préparé par la réaction 18O(p, n)18F sur de 
l’eau enrichie en 18O, à l’aide des cibles des cyclotrons TR-19 ou TR-24 (Advanced Cyclotron Systems, 


















Modes opératoires (en anglais). 
 
(S)-(9H-fluoren-9-yl)methyl (1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)carbamate (10a).  
Fmoc-Leu-OH (1) (2.00 g; 5.60 mmol; 1.00 eq), Boc anhydride (1.60 g; 7.35 mmol; 1.3 eq) and 
pyridine (0.28 mL; 3.47 mmol; 0,62 eq) were mixed together in dioxane (7 mL) at room temperature. 
Then, ammonium carbonate (564 mg; 7.13 mmol; 1.26 eq) was added, and the resulting mixture was 
stirred at room temperature for 6 h until completion. EtOAc (30 mL) was added, and the organic layer 
was washed with water (30 mL) and H2SO4 (5 %) (30 mL), dried over MgSO4 and concentrated to 
dryness. The resulting precipitate was triturated in Et2O, and was isolated by filtration to yield the title 
compound as a white solid (1.71 g, 87 %) of pure white solid.1H NMR (300 MHz ,DMSO-d6) δ = 7.91 
(d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.74 (d, J = 7.0 Hz, 2 H), 7.49 - 7.23 (m, 4 H), 6.96 (br. s., 1 H), 4.39 - 4.17 (m, 3 
H), 4.03 - 3.89 (m, 1 H), 1.72 - 1.55 (m, 1 H), 1.53 - 1.37 (m, 2 H), 0.88 (dd, J = 6.8, 10.1 Hz, 6 H) 13C 
NMR (75MHz ,DMSO-d6) δ = 174.9, 156.4, 144.3, 141.2, 128.1, 127.5, 125.8, 120.6, 65.8, 53.4, 47.2, 
41.3, 24.8, 23.5, 21.9 Mp 189-190 °C (Et2O) HRMS (ESI+) m/z calcd for C21H24N2O3 (M + Na)+ 
375.1679 found 375.1681 ∆=0.2 mDa. [α]D20 -10 (c=5, in MeOH). 
 
(R)-(9H-fluoren-9-yl)methyl(1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)carbamate (10b).   
Similar procedure as for 9a (91 %) 1H NMR (300 MHz , DMSO-d6) δ = 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.80 
- 7.67 (m, 2 H), 7.49 - 7.38 (m, 3 H), 7.38 - 7.24 (m, 3 H), 6.98 (br. s., 1 H), 4.41 - 4.14 (m, 3 H), 4.06 - 
3.89 (m, 1 H), 3.52 - 3.29 (m, 1 H), 1.72 - 1.55 (m, 1 H), 1.54 - 1.40 (m, 2 H), 0.88 (dd, J = 6.5, 10.5 
Hz, 6 H) 13C NMR (75MHz ,DMSO-d6) δ = 175.0, 156.4, 144.2, 141.2, 128.1, 127.5, 125.8, 120.6, 
65.9, 53.4, 47.2, 41.3, 24.7, 23.6, 21.9 HRMS (ESI+) m/z calcd for C21H24N2O3 (M + Na)+ 375.1679 









(S)-(9H-fluoren-9-yl)methyl(1-cyano-3-methylbutyl)carbamate (11a).  
Amide (2) (1.56 g; 4.41 mmol; 1 eq) was dissolved in dry THF (10 mL), and pyridine (0.71 mL; 8.82 
mmol; 2 eq) was added, then trifluoroacetic anhydride (0.67 mL; 4,85 mmol; 1.1 eq) was added 
dropwise in order to keep the internal temperature below 5 °C. The mixture was stirred at room 
temperature during 16 h, and iced-water was added to the reacting mixture. The white precipitate that 
had formed was isolated by filtration, rinsed three times with cold water and finally recrystallised in a 
minimum amount of water to give the title compound as a white powder (1.32 g, 89%). 1H NMR (300 
MHz ,DMSO-d6) δ = 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.47 - 7.39 (m, 2 H), 7.35 (dd, 
J = 1.1, 7.5 Hz, 2 H), 4.44 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 4.31 - 4.21 (m, 1 H), 1.64 (br. s., 3 H), 0.88 (t, J = 5.9 
Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz ,DMSO-d6) δ = 155.9, 144.1, 141.3, 128.1, 127.5, 125.5, 120.6, 120.3, 
66.3, 47.1, 41.2, 24.7, 22.4, 22.0 Mp 115,7-116,5 (water) HRMS (ESI+) m/z calcd for C21H22N2O2 (M + 
Na)+ 357.1573 found 357.1579 ∆=0.6 mDa. [α]D20 -27 (c=5, MeOH). 
 
(S)-(9H-fluoren-9-yl)methyl(1-cyano-3-methylbutyl)carbamate (11b).  
Similar procedure as for 10a (85 %)1H NMR (300 MHz ,DMSO-d6) δ = 8.16 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.90 
(d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.70 (d, J = 7.3 Hz, 2 H), 7.50 - 7.38 (m, 2 H), 7.38 - 7.26 (m, 2 H), 4.60 - 4.36 (m, 
3 H), 4.32 - 4.13 (m, 1 H), 1.77 - 1.54 (m, 3 H), 0.88 (t, J = 5.8 Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz ,DMSO-
d6) δ = 155.9, 144.1, 141.3, 128.1, 127.5, 125.5, 120.6, 120.3, 66.3, 47.1, 41.2, 40.7, 24.6, 22.4, 22.0 






(9H-fluoren-9-yl)methyl (3-methyl-1-(1H-tetrazol-5-yl)butyl)carbamate (12a).  
Cyano (3) (0.97 g; 2.90 mmol; 1 eq), sodium azide (0.38 g; 5.80 mmol; 2 eq), ZnBr2 (326.5 mg; 1.45 
mmol; 0.5 eq) were mixed together in isopropanol/water (10/25 mL) at room temperature. The mixture 
heated at 100 °C, and DMF was added until total dissolution. This was refluxed 72 h, and 3N HCl / 
EtOAc were added until total dissolution of the precipitate. The organic phase was extracted with 3x 40 
mL EtOAC, gathered and washed with 50 mL Brine, before being dried over MgSO4 and concentrated 
to dryness. The solid was purified via recristalisation in EtOAc/ Hexane, to give the title compound as a 
white solid (752.8 mg, 89 %). 1H NMR (300 MHz ,DMSO-d6) δ = 8.07 (d, J = 8.1 Hz, 1 H), 7.90 (d, J 
= 7.5 Hz, 2 H), 7.72 (t, J = 7.3 Hz, 2 H), 7.42 (t, J = 6.8 Hz, 2 H), 7.33 (dt, J = 3.0, 7.3 Hz, 2 H), 5.03 - 
4.87 (m, 1 H), 4.45 - 4.35 (m, 1 H), 4.32 (d, J = 6.6 Hz, 1 H), 4.29 - 4.18 (m, 1 H), 1.91 - 1.66 (m, 2 H), 
1.65 - 1.50 (m, 1 H), 0.91 (t, J = 6.8 Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz ,DMSO-d6) δ = 156.3, 144.2, 141.2, 
128.1, 127.5, 125.7, 120.6, 66.1, 47.2, 44.8, 42.2, 24.5, 23.1, 21.9 HRMS (ESI+) m/z calcd for 
C21H23N5O2 (M + Na)+ 400.1744 found 400.1751 ∆=0.7 mDa. [α]D20 -30 (c=5, MeOH).  
 
(9H-fluoren-9-yl)methyl (3-methyl-1-(1H-tetrazol-5-yl)butyl)carbamate (12b).  
Similar procedure as for 11a (73 %)1H NMR (300 MHz ,DMSO-d6) δ = 11.21 (br. s., 1 H), 8.10 (d, J = 
8.1 Hz, 1 H), 7.88 (d, J = 7.3 Hz, 2 H), 7.72 (t, J = 6.8 Hz, 2 H), 7.46 - 7.36 (m, 2 H), 7.36 - 7.18 (m, 2 
H), 5.07 - 4.92 (m, 1 H), 4.55 - 4.10 (m, 3 H), 1.90 - 1.66 (m, 2 H), 1.59 (dt, J = 6.5, 13.5 Hz, 1 H), 0.90 
(t, J = 6.6 Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz ,DMSO-d6) δ = 156.3, 150.4, 144.3, 144.1, 141.2, 128.1, 127.5, 
125.7, 120.6, 66.2, 47.2, 44.9, 42.4, 24.6, 23.1, 21.9 HRMS (ESI+) m/z calcd for C21H23N5O2 (M + Na)+ 




General Method for all peptide Synthesis on Solid Support (Fmoc Methodology).  
The resin was washed using DMF (3x), iPrOH (3x) and DCM (3x), unless stated otherwise. Loading of 
the resin: The 2-Cl Trityl resin (0.71mmol/g factory loading) was placed in a sintered glass peptide 
synthesis vessel. The modified Leu(T) (4) (1.2 eq), and DIPEA (4 eq) were added to the resin. The 
suspension was agitated in a shaker for 16 h. The resin was washed with DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1). 
The loading was measured via mass difference after drying the resin (90 %). After the initial loading, 
the peptidic sequence was synthetised using solid phase synthesis, with Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, 
Fmoc-Gly-OH or Fmoc-D-Ala-OH and Boc-Tyr-OH. For all Fmoc deprotections the resin was treated 
with 20% piperidine in DMF and the suspension was agitated in a shaker for 2x5 min. All three 
couplings were performed using 3 equivalents of protected amino acid, HATU and HoBt-Cl; with 9 
equivalents of DIPEA in a minimum volume of DMF and the suspension was agitated in a shaker. All 
couplings procedures were stopped after 1 h or after the Kaiser’s test result was negative.  The final 
peptide was cleaved from the resin (3mL of cleavage solution per 1g of resin) in a glass vial and the 
suspension was stirred for 3h by agitation on a shaker. Cleavage solution consisted in 95 % TFA, 2.5 % 
H2O, 2.5 % TIPS. After cleavage, the mixture was filtered on cotton. The remaining solvents were 
concentrated under vacuum and dropped in cold Et2O (15 mL) at 0 °C. The obtained precipitate was 
centrifuged and the major part of the Et2O was removed by decantation. The remaining precipitates 
were dissolved in 30 % aq tBuOH. The final aqueous solution was frozen and lyophilized. The crude 
peptide was purified using preparative reverse-phase HPLC, detecting at 210 nm, with a C18 column 
and using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution (gradient varying). The purity of all fractions was 
analyzed using an analytical HPLC, detecting at 210 nm, with a C18 column. All pure fractions were 
combined, frozen and lyophilized.  
 
General method for Guanidyl incorporation on solid phase (6, 7, 8). Fmoc-Tyr(OtBu)-OH was used 
instead of Boc-Tyr(OtBu)-OH, on the last residue. Fmoc was deprotected on the latter, as described in 
the previous methodology. After positive Kaiser test, resin was swelled in a minimum of DCM, and a 
solution of Et3N (9 eq) and N,N-DiBoc-N-methylisothioisourea (1.5 eq) in DMF was added. The reactor 
was shaken for 10 min, before adding HgCl2 (3 eq) into the solution. The vessel was then agitated for 
2h, or until reaction completion, monitor by Kaiser test. It has to be mentioned, that sometimes, reaction 
needs to be repeated twice to achieve full completion. The peptide is then, deprotected and cleaved 
from resin, as described before. 
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Leu(T)enkephalin (2).  
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ = 8.84 - 8.66 (m, 2 H), 8.19 - 8.11 (m, 2 H), 8.08 - 7.95 (m, 2 H), 
7.18 (s, 5 H), 7.11 - 7.01 (m, 2 H), 6.77 - 6.67 (m, 2 H), 5.29 - 5.15 (m, 1 H), 4.60 - 4.48 (m, 1 H), 4.08 
- 3.94 (m, 1 H), 3.90 - 3.63 (m, 8 H), 3.08 - 2.93 (m, 2 H), 2.87 - 2.65 (m, 2 H), 1.87 - 1.65 (m, J = 7.4, 
13.5, 13.5 Hz, 2 H), 1.52 (quin, J = 6.8 Hz, 1 H), 0.89 (dd, J = 6.5, 10.7 Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz 
,D2O) d = 172.5, 171.2, 170.7, 169.9, 156.8, 155.2, 135.4, 130.8, 128.9, 128.5, 127.1, 125.4, 115.8, 
55.1, 54.5, 42.4, 42.1, 42.0, 40.4, 37.0, 35.9, 24.0, 21.7, 20.7 HRMS (ESI+) m/z calcd for C28H37N9O5 




1H NMR (300 MHz ,D2O) δ = 7.33 - 7.24 (m, 3 H), 7.21 - 7.13 (m, 2 H), 7.10 - 7.01 (m, 2 H), 6.82 - 
6.73 (m, 2 H), 5.06 (dd, J = 6.5, 9.4 Hz, 1 H), 4.57 - 4.48 (m, 0 H), 4.24 - 4.12 (m, 1 H), 3.88 - 3.77 (m, 
4 H), 3.10 - 2.87 (m, 4 H), 1.59 - 1.47 (m, 2 H), 1.02 - 0.90 (m, J = 7.3 Hz, 1 H), 0.71 (dd, J = 6.5, 14.0 
Hz, 2 H) 13C NMR (101 MHz ,D2O) δ = 173.1, 171.2, 170.7, 169.9, 157.7, 155.1, 135.7, 130.8, 129.1, 
128.9, 127.3, 125.4, 115.8, 55.4, 54.5, 43.0, 42.3, 42.1, 40.7, 37.1, 35.9, 23.5, 21.9, 20.5 HRMS (ESI+) 
m/z calcd for C28H37N9O5 (M + Na)+ 602.2810 found 602.2819 ∆=0.9 mDa 
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GuaLeu (4).  
1H NMR (400 MHz, D20) δ 7.23 - 7.40 (m, 5H), 7.12 - 7.19 (m, 2H), 6.81 - 6.89 (m, 2H), 4.60 - 4.67 
(m, 1H), 4.41 - 4.48 (m, 1H), 4.30 - 4.37 (m, 1H), 3.82 - 3.97 (m, 4H), 3.10 - 3.23 (m, 2H), 2.93 - 3.05 
(m, 2H), 1.50 - 1.68 (m, 3H), 0.87 (dd, J = 6.15, 19.13 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 176.2, 
172.7, 172.2, 171.4, 170.8, 156.5, 154.7, 136.2, 130.7, 129.2, 128.7, 127.3, 127.1, 115.5, 56.5, 54.8, 
51.6, 42.5, 42.2, 39.5, 37.2, 36.9, 24.3, 22.1, 20.6 HRMS (ESI ) m/z calcd for C29H39N7O7 (M + H)+ 
598.29837 found 598,3256 ∆=1.5 mDa 
 
GuaLeu(T)Enkephalin (7).  
1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.09 - 7.18 (m, 5H), 6.98 - 7.07 (m, 2H), 6.83 (d, J = 8.54 Hz, 2H), 5.24 
(dd, J = 6.32, 9.57 Hz, 1H), 4.50 (dd, J = 7.09, 8.80 Hz, 1H), 4.44 (dd, J = 5.55, 7.94 Hz, 1H), 3.95 (d, J 
= 3.76 Hz, 2H), 3.90 (s, 2H), 3.12 - 3.22 (m, 1H), 2.84 - 3.04 (m, 3H), 1.76 - 1.87 (m, 1H), 1.58 - 1.70 
(m, 1H), 1.45 (ddd, J = 6.83, 12.47, 20.67 Hz, 1H), 0.86 (d, J = 6.66 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.49 Hz, 3H) 
13C NMR (101MHz ,D2O) δ = 172.5, 172.2, 171.5, 170.8, 156.8, 156.5, 154.7, 135.4, 130.7, 128.9, 
128.5, 127.2, 127.1, 115.5, 56.5, 55.1, 42.6, 42.2, 42.0, 40.3, 37.1, 36.9, 23.9, 21.7, 20.7 HRMS (ESI+) 
m/z calcd for C29H39N11O5 (M + H)+ 622.32084 found 622,3305 ∆=9.7 mDa 
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D-Ala-D-Leu(T)enkephalin (6).  
1H NMR (300 MHz, D2O) δ = 7.33 - 7.19 (m, 3 H), 7.18 - 7.11 (m, 2 H), 7.04 (s, 2 H), 6.80 (d, J = 8.6 
Hz, 2 H), 5.11 - 4.96 (m, 1 H), 4.55 - 4.42 (m, 1 H), 4.15 - 4.00 (m, 2 H), 3.77 (s, 2 H), 3.16 - 2.84 (m, 4 
H), 1.63 - 1.41 (m, 2 H), 1.07 (d, J = 7.3 Hz, 3 H), 1.03 - 0.86 (m, 1 H), 0.70 (dd, J = 6.6, 14.1 Hz, 6 H) 
13C NMR (75 MHz, D2O) δ = 174.9, 173.0, 170.8, 169.2, 157.6, 155.1, 135.7, 130.8, 129.1, 128.8, 
127.3, 125.5, 118.2, 115.8, 55.3, 54.5, 49.8, 43.0, 42.1, 40.6, 37.1, 36.0, 23.5, 21.9, 20.5, 16.1 HRMS 
(ESI+) m/z calcd for C29H39N9O5 (M + H)+ 616.2966 found 616.2981 ∆=1.5 mDa 
 
D-Ala-Leu(T)enkephalin (7).  
1H NMR (300 MHz, D2O) δ = 7.10 - 6.98 (m, 5 H), 6.94 (d, J = 1.8 Hz, 2 H), 6.80 (d, J = 8.8 Hz, 2 H), 
5.21 - 5.08 (m, 1 H), 4.46 - 4.36 (m, 1 H), 4.13 - 4.01 (m, 2 H), 3.78 (s, 2 H), 3.16 - 2.77 (m, 4 H), 1.80 
- 1.66 (m, 1 H), 1.56 (tt, J = 6.5, 14.5 Hz, 1 H), 1.34 (spt, J = 6.4 Hz, 1 H), 1.08 (d, J = 7.3 Hz, 3 H), 
0.75 (dd, J = 6.6, 14.7 Hz, 6 H) 13C NMR (75 MHz, D20) δ = 174.9, 172.3, 170.7, 169.2, 155.1, 135.4, 
130.7, 128.9, 128.4, 127.0, 125.5, 115.8, 55.0, 54.5, 49.8, 42.3, 42.1, 40.7, 37.0, 36.0, 24.0, 21.6, 20.8, 
16.1 HRMS (ESI+) m/z calcd for C29H39N9O5 (M + Na)+ 616.2966 found 616.2975 ∆=0.9 mDa. 
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Gua-D-Ala-Leu(T)Enkephalin (8).  
1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.07 - 7.17 (m, 5H), 6.98 - 7.05 (m, 2H), 6.84 (ddd, J = 3.25, 4.27, 8.54 
Hz, 1H), 5.23 (dd, J = 6.32, 9.57 Hz, 1H), 4.49 (dd, J = 7.69, 8.54 Hz, 1H), 4.40 (t, J = 6.75 Hz, 1H), 
4.21 (dd, J = 7.17, 14.35 Hz, 1H), 3.86 (dd, J = 5.47, 17.42 Hz, 2H), 2.85 - 3.12 (m, 4H), 1.75 - 1.87 (m, 
1H), 1.64 (ddd, J = 6.32, 7.00, 13.84 Hz, 1H), 1.45 (dddd, J = 6.49, 8.03, 14.52, 21.01 Hz, 1H), 1.28 (d, 
J = 7.34 Hz, 3H), 0.84 (dd, J = 6.58, 19.22 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 175.2, 172.4, 171.3, 
170.8, 156.9, 156.2, 154.7, 135.5, 130.7, 128.9, 128.5, 127.0, 117.7, 115.5, 56.1, 55.0, 50.1, 42.2, 42.2, 
42.0, 40.3, 37.4, 36.8, 23.9, 21.7, 20.6, 16.1 HRMS (ESI+) m/z calcd for C30H41N11O5 (M + H)+ 
636.33649 found 636,3409 ∆=4.4 mDa. 
 
N-Methylpyridinium-Leu-Enképhaline (13). 
Following the general procedure for solid phase peptide synthesis, Fmoc-Tyr(OtBu)-Gly-Gly-Phe-Leu 
was carried on resin. The terminal amine was then deprotected with a solution of 20 % Piperidine in 
DMF 2x5 min, and washed three times with DMF, three times with isopropanol and three times with 
DCM. After a positive Kaïser test, the resin was inserted into a solution of thiourea (3 eq) and N-
methyl-2-chloropyridinium Iodine (3 eq) in DCM at RT. DIPEA (3 eq) was then added, and the reactor 
was shaken for 3 h at RT. The solution was then filtered out, and the resin was washed three times with 
DMF, three times with isopropanol and three times with DCM. The peptide was cleaved and purified in 
similar way as other peptides. 1H NMR (400 MHz ,D2O) δ = 7.97 - 7.85 (m, 2 H), 7.39 - 7.26 (m, 3 H), 
7.26 - 7.20 (m, 2 H), 7.16 (td, J = 2.9, 8.7 Hz, 2 H), 7.00 - 6.91 (m, 2 H), 6.80 (td, J = 3.1, 8.7 Hz, 2 H), 
4.73 (dd, J = 6.0, 8.4 Hz, 1 H), 4.60 (dd, J = 6.7, 8.2 Hz, 1 H), 4.37 - 4.28 (m, 1 H), 3.90 (s, 4 H), 3.80 
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(s, 3 H), 3.38 - 3.29 (m, 1 H), 3.20 - 3.04 (m, 2 H), 2.96 (dd, J = 8.2, 13.7 Hz, 1 H), 1.67 - 1.48 (m, 3 
H), 0.85 (dd, J = 6.3, 21.0 Hz, 6 H) 13C NMR (101 MHz ,D2O) δ = 175.9, 172.7, 172.5, 171.4, 170.8, 
154.7, 152.3, 143.9, 141.8, 136.1, 130.7, 129.2, 128.7, 127.5, 127.1, 115.6, 114.4, 111.3, 58.1, 54.8, 
51.4, 42.6, 42.2, 41.8, 39.4, 36.9, 36.8, 24.2, 22.1, 20.5 HRMS (ESI+) m/z calcd for C34H42N6O7 (M + 
H)+ 647.31932 found 647,3200 ∆=0.7 mDa. 
 
(S)-methyl-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(3,5-dichlorophenyl)propanoate (19).  
Zinc (252.3 mg; 3.86 mmol; 1.27 eq) and iodine (1.53 g; 0.012 mmol; 0.004 eq) were introduced into a 
3-necked flask, charged with a condenser and under positive N2 atmosphere at RT. The flask was then 
heated with a heatgun for 10 min, purged three times with nitrogen, and allowed to cool down to room 
temperature. Dry DMF (0.1 mL) was then added, followed by a solution of Boc-IodoAlanine-OMe (1 g; 
3.04 mmol; 1 eq) in DMF (1.4 mL) dropwise under vigorous stirring. The reacting mixture was then 
stirred for 30 min at 0 °C, or until total formation of the Zinc complex (monitored by TLC). After removal 
of the ice-bath, 3,5-DichloroIodoBenzene (0.78 g; 2.86 mmol; 0.91 eq), Pd2(dba)2 (13.9 mg; 0.015 mmol; 
0.005 eq), and SPhos (24.9 mg; 0.06 mmol; 0.02 eq) were added to the suspension. The reaction mixture 
is then stirred at 60 °C for 5h. This was then poured into 30 mL of Water, and 10 mL of 10 % citric acid 
was added. The aqueous layer was extracted with 2x15 mL of ethyl acetate, and the combined organic 
phases were washed with 2x10 mL of water and 10 mL of Brine, before being dried on MgSO4. This was 
finally filtrated on celite and evaporated under vacuum. The remaining residue was purified on silica with 
an hexane/ethyl acetate system gradient (0 % to 30 % ethyl acetate), to yield the title compound as a pale 
yellow oil (446 mg, 42 %). 1H NMR (400 MHz, CDCl3-d) δ 7.18 (t, J = 1.88 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 1.37 
Hz, 2H), 4.96 (d, J = 6.83 Hz, 1H), 4.48 (q, J = 6.60 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 2.98 (ddd, J = 5.64, 12.98, 
43.04 Hz, 2H), 1.27 - 1.44 (m, 9H) 13C NMR (101 MHz, CDCl3-d) δ 171.7, 154.8, 139.6, 134.9, 127.9, 
127.3, 80.3, 54.1, 52.5, 37.8, 28.3 HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H19Cl2NO4 (M + H)+ 348.0764 found 








(S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(3,5-dichlorophenyl)propanoic acid (20).  
To a solution of the dichloro (446.2 mg; 1.28 mmol; 1 eq) in THF/water (6/2 mL), was added LiOH 
(9.2 mg; 3.84 mmol; 3 eq) at room temperature. This was stirred at RT for 2h, and after completion 
THF was evaporated under vacuum and the residue was dissolved in Ethyl acetate (40 mL). The pH 
was adjusted to 3 with a solution of 1N HCl, and the organic layer was extracted with 2x10 mL of 
EtOAc. The organic layers were combined, dried over MgSO4, and evaporated to dryness. The residue 
was then purified on silica with an hexane/ethyl acetate gradient (0% to 30 % ethyl acetate), to yield the 
title compound as a white solid (376 mg, 88 %). 1H NMR (400 MHz , MeOD-d4) δ = 7.27 (s, 1 H), 
7.21 (d, J = 1.7 Hz, 2 H), 4.35 (dd, J = 4.8, 9.6 Hz, 1 H), 3.18 (dd, J = 4.8, 13.8 Hz, 1 H), 2.88 (dd, J = 
9.7, 13.8 Hz, 1 H), 1.38 (s, 9 H) 13C NMR (101 MHz ,MeOD-d4) δ = 173.2, 156.3, 141.5, 134.4, 127.8, 
126.3, 79.3, 54.4, 36.7, 27.3 HRMS (ESI+) m/z calcd for C14H17Cl2NO4 (M + H)+ 334.06074 found 
334.0678 ∆=0.4 mDa. 
 
(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-dichlorophenyl)propanoic acid (21).  
Solid 20 (0,3 g; 1,28 mmol; 1 eq) from the previous step was added to 4M HCl in dioxane (10 mL) and 
the solution was stirred 2h at RT. After complete Boc deprotection, the solvent was evaporated under 
vacuum. The remaining residue was redissolved in Dioxane/water (5/5 mL), and Na2CO3 (339,2 mg; 
3,2 mmol; 2,5 eq) was added at RT while stirring. The reaction mixture was cooled down to 0 °C, and a 
solution of Fmoc chloride (298 mg; 1,15 mmol; 0,9 eq) in Dioxane (5 mL) was added dropwise for 30 
min. After addition, this was brought to RT and allowed to react at RT overnight. The reaction 
completed, dioxane was removed by evaporation and dissolved in Ethyl acetate. The aqueous layer pH 







layers were washed with 20 mL Brine and dried on MgSO4, and evaporated under vacuum. The pale-
yellow solid was purified on silica, using a DCM/Methanol gradient system (0 % to 10% methanol), 
yielding the title compound as a white solid (346 mg, 59 %). 1H NMR (400 MHz ,MeOD-d4) δ = 7.78 
(d, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.59 (t, J = 7.1 Hz, 2 H), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 3 H), 7.33 - 7.22 (m, 5 H), 4.47 - 4.39 
(m, 1 H), 4.38 - 4.31 (m, 1 H), 4.27 - 4.14 (m, 2 H), 3.22 (dd, J = 4.4, 14.1 Hz, 1 H), 2.93 (dd, J = 9.7, 
13.8 Hz, 1 H) 13C NMR (101MHz ,CDCl3-d) δ = 172.0, 155.6, 143.4, 141.1, 138.9, 134.9, 127.7, 
127.6, 127.4, 127.0, 124.9, 119.9, 67.1, 60.4, 46.9, 37.2 HRMS (ESI+) m/z calcd for C24H19Cl2NO4 (M 




1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.26 (td, J = 1.88, 8.37 Hz, 2H), 7.10 (tdd, J = 1.88, 8.37, 18.79 Hz, 4H), 
6.79 (td, J = 1.90, 8.54 Hz, 2H), 4.53 (t, J = 7.00 Hz, 1H), 4.25 (dd, J = 5.81, 8.88 Hz, 1H), 4.16 (t, J = 
7.26 Hz, 1H), 3.79 (dd, J = 5.47, 20.16 Hz, 4H), 3.06 (d, J = 7.34 Hz, 2H), 2.96 (ddd, J = 7.09, 13.92, 
23.23 Hz, 2H), 1.40 - 1.58 (m, 3H), 0.78 (dd, J = 6.32, 21.01 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz , D2O) δ = 
175.8, 172.6, 171.1, 170.6, 169.9, 155.2, 134.7, 132.3, 130.8, 130.7, 128.5, 125.4, 115.9, 54.5, 51.4, 
42.4, 42.1, 39.4, 36.4, 35.9, 24.2, 22.1, 20.6 HRMS (ESI+) m/z calcd for C28H36ClN5O7 (M + Na)+ 











1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.08 (ttd, J = 2.22, 2.90, 8.71 Hz, 4H), 6.84 (td, J = 2.22, 8.88 Hz, 2H), 
6.78 (td, J = 2.22, 8.71 Hz, 2H), 4.50 (t, J = 7.50 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 2.90, 5.98 Hz, 1H), 4.15 (t, J = 
7.34 Hz, 1H), 3.79 (dd, J = 4.44, 12.30 Hz, 4H), 3.70 (s, 3H), 3.04 (d, J = 7.17 Hz, 2H), 2.91 (ddd, J = 
6.32, 7.00, 20.50 Hz, 2H), 1.36 - 1.58 (m, 3H), 0.76 (dd, J = 6.41, 19.39 Hz, 11H) 13C NMR (101 MHz, 
D2O) δ 175.8, 172.8, 171.1, 170.6, 169.9, 157.8, 155.2, 130.8, 130.4, 128.6, 125.4, 115.8, 114.1, 55.3, 
54.8, 54.5, 51.3, 42.4, 42.1, 39.4, 36.2, 35.9, 24.2, 22.1, 20.5 HRMS (ESI+) m/z calcd for C29H39N5O8 




1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.16 (d, J = 8.37 Hz, 2H), 7.04 - 7.13 (m, 4H), 6.78 (td, J = 1.54, 
8.20 Hz, 2H), 4.67 (dd, J = 4.70, 9.65 Hz, 1H), 4.35 - 4.45 (m, 1H), 4.08 (dd, J = 6.32, 8.20 Hz, 1H), 
3.67 - 4.00 (m, 4H), 3.14 (dt, J = 5.55, 13.71 Hz, 2H), 2.86 - 3.03 (m, 2H), 2.28 (s, 3H), 1.58 - 1.76 (m, 
3H), 0.92 (dd, J = 6.32, 19.30 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.3, 172.4, 170.1, 169.7, 
169.6, 157.0, 135.9, 133.8, 130.1, 128.9, 128.7, 124.6, 115.5, 54.8, 54.3, 50.8, 42.5, 41.7, 40.0, 37.2, 
36.2, 24.5, 21.9, 20.4, 19.7 HRMS (ESI+) m/z calcd for C29H39N5O7 (M + H)+ 570.2922 found 







1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.35 (d, J = 8.37 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 2.05 Hz, 1H), 7.00 - 7.10 (m, 3H), 
6.78 (td, J = 2.20, 8.71 Hz, 3H), 4.53 (t, J = 7.52 Hz, 2H), 4.24 (dd, J = 6.15, 8.71 Hz, 2H), 4.16 (t, J = 
6.50 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 3.93, 16.23 Hz, 4H), 3.05 (d, J = 7.17 Hz, 2H), 2.85 - 3.02 (m, J = 6.80, 
13.50, 13.50 Hz, 2H), 1.37 - 1.56 (m, 3H), 0.77 (dd, J = 6.49, 20.50 Hz, 13H)13C NMR (101 MHz, 
D2O) δ 175.7, 172.2, 171.1, 170.6, 169.9, 155.2, 136.6, 131.6, 131.0, 130.8, 130.4, 130.3, 129.0, 125.4, 
115.8, 54.5, 54.3, 51.3, 42.4, 42.1, 39.4, 36.2, 35.9, 24.2, 22.1, 20.5 HRMS (ESI+) m/z calcd for 




1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.18 - 7.21 (m, 2H), 7.16 (d, J = 1.03 Hz, 1H), 7.03 - 7.09 (m, 3H), 6.78 
(td, J = 2.22, 8.71 Hz, 3H), 4.53 (t, J = 7.52 Hz, 1H), 4.22 - 4.28 (m, 1H), 4.16 (dd, J = 7.30, 7.34 Hz, 
1H), 3.79 (dd, J = 8.03, 12.30 Hz, 4H), 3.04 (d, J = 7.17 Hz, 2H), 2.94 (dddd, J = 7.34, 13.15, 17.76, 
19.98 Hz, 3H), 1.39 - 1.57 (m, 3H), 0.77 (dd, J = 6.15, 13.66 Hz, 3H) 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 
175.7, 172.4, 171.1, 170.6, 169.9, 155.2, 138.2, 133.6, 130.8, 130.1, 129.1, 127.6, 127.1, 125.4, 115.9, 
54.5, 51.3, 42.4, 42.1, 39.4, 36.7, 35.9, 24.2, 22.1, 20.6 HRMS (ESI+) m/z calcd for C28H36ClN5O7 (M 





1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.49 - 7.54 (m, 1H), 7.48 (br. s, 1H), 7.36 - 7.45 (m, 2H), 7.07 (td, J = 
2.05, 8.37 Hz, 2H), 6.78 (td, J = 2.05, 8.71 Hz, 2H), 4.57 (t, J = 7.70 Hz, 1H), 4.20 - 4.28 (m, 1H), 4.16 
(t, J = 7.00 Hz, 1H), 3.79 (ddd, J = 2.05, 5.47, 8.54 Hz, 5H), 2.95 - 3.14 (m, 5H), 1.40 - 1.56 (m, 3H), 
0.76 (dd, J = 6.06, 19.56 Hz, 9H) 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 175.8, 172.2, 171.1, 170.6, 169.9, 
155.2, 137.0, 132.9, 130.8, 130.2, 129.2, 125.8, 125.4, 123.9, 115.8, 54.5, 54.5, 51.3, 42.4, 42.0, 39.5, 
36.8, 35.9, 24.2, 22.1, 20.6 HRMS (ESI+) m/z calcd for C28H37F3N5O7 (M + Na)+ 646.1806 found 
646.1803 ∆=0.3 mDa 
 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(3-NO2)-Leu-OH (28).  
1H NMR (400 MHz, D2O) δ 8.04 (qd, J = 1.02, 8.20 Hz, 1H), 8.01 (t, J = 1.71 Hz, 1H), 7.57 (td, J = 
1.22, 7.99 Hz, 1H), 7.46 (t, J = 7.90 Hz, 1H), 7.07 (td, J = 2.90, 8.71 Hz, 2H), 6.78 (td, J = 2.90, 8.54 
Hz, 2H), 4.61 (dd, J = 7.00, 8.03 Hz, 1H), 4.22 - 4.29 (m, 1H), 4.16 (t, J = 7.52 Hz, 1H), 3.70 - 3.88 (m, 
4H), 3.01 - 3.19 (m, 4H), 1.41 - 1.56 (m, 3H), 0.77 (dd, J = 6.15, 19.64 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, 
D2O) δ 175.8, 172.1, 171.1, 170.7, 169.9, 155.2, 147.7, 138.0, 136.1, 130.8, 129.7, 125.4, 124.1, 122.2, 
115.8, 54.5, 54.3, 51.1, 42.4, 42.1, 39.4, 36.6, 35.9, 24.2, 22.1, 20.3 HRMS (ESI+) m/z calcd for 
C28H37N6O9 (M + Na)+ 623.2441 found 623.2447 ∆=0.6 mDa 
 
 222 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(3,5-Cl2)-Leu-OH (29).  
1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.31 (d, J = 1.88 Hz, 2H), 7.27 - 7.29 (m, 1H), 7.11 (td, J = 3.10, 
8.37 Hz, 2H), 6.78 (td, J = 2.00, 8.71 Hz, 2H), 4.71 (dd, J = 4.87, 9.48 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 6.92, 7.94 
Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 6.58, 8.11 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 11.96, 16.74 Hz, 2H), 3.76 (dd, J = 13.15, 16.74 
Hz, 2H), 3.16 (dd, J = 5.98, 13.84 Hz, 2H), 2.97 (td, J = 8.00, 13.84 Hz, 2H), 1.58 - 1.77 (m, 3H), 0.93 
(dd, J = 6.15, 19.98 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.2, 171.7, 170.0, 169.9, 169.7, 
156.9, 141.0, 134.5, 130.2, 127.8, 126.5, 124.6, 115.5, 54.8, 53.8, 50.8, 42.6, 41.8, 40.1, 36.9, 36.3, 





1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.67 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 7.86, 35.70 Hz, 2H), 7.31 - 7.39 (m, 1H), 
7.28 (d, J = 8.37 Hz, 2H), 6.95 (d, J = 8.37 Hz, 2H), 4.88 (dd, J = 4.70, 9.65 Hz, 1H), 4.49 - 4.65 (m, 
1H), 4.30 (t, J = 7.34 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 12.21, 16.65 Hz, 2H), 3.91 (dd, J = 17.08, 20.16 Hz, 2H), 
3.25 - 3.39 (m, 2H), 3.05 - 3.24 (m, 2H), 1.72 - 1.94 (m, 3H), 1.08 (dd, J = 6.06, 18.87 Hz, 6H) 13C 
NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.3, 172.0, 170.1, 169.9, 169.9, 156.9, 139.6, 132.1, 130.2, 129.8, 
129.5, 128.0, 124.6, 122.0, 115.5, 54.8, 54.1, 50.9, 42.7, 41.9, 40.1, 37.2, 36.3, 24.6, 22.0, 20.5 HRMS 
(ESI+) m/z calcd for C28H36BrN5O7 (M + H)+ 634.1871 found 634.1856 ∆=1.5 mDa 
 223 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(3-I)-Leu-OH (31).  
1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.72 (t, J = 1.62 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J = 1.02, 1.71, 7.86 Hz, 1H), 
7.29 (qd, J = 1.02, 7.69 Hz, 1H), 7.11 (ddd, J = 2.05, 2.73, 8.71 Hz, 2H), 7.05 (t, J = 7.77 Hz, 1H), 6.79 
(ddd, J = 2.05, 2.90, 8.71 Hz, 2H), 4.69 (dd, J = 4.70, 9.82 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 6.83, 7.86 Hz, 1H), 
4.10 (dd, J = 6.49, 8.03 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 16.65, 18.70 Hz, 2H), 3.75 (dd, J = 16.65, 19.39 Hz, 2H), 
3.06 - 3.23 (m, 2H), 2.86 - 3.04 (m, 2H), 1.56 - 1.77 (m, 3H), 0.93 (dd, J = 6.32, 19.81 Hz, 6H) 13C 
NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.3, 172.0, 170.0, 169.8, 169.8, 156.9, 139.6, 138.1, 135.6, 130.2, 
129.9, 128.5, 124.6, 115.5, 93.6, 54.8, 54.1, 50.8, 42.7, 41.7, 40.0, 37.0, 36.2, 24.6, 22.0, 20.4 HRMS 
(ESI+) m/z calcd for C28H36IN5O7 (M + H)+ 682.1732 found 682.1711 ∆=2.1 mDa 
 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(3-Me)-Leu-OH (32).  
1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.09 - 7.17 (m, 4H), 7.03 (dd, J = 7.34, 21.18 Hz, 2H), 6.78 (td, J = 
2.56, 8.54 Hz, 2H), 4.68 (dd, J = 4.95, 9.57 Hz, 1H), 4.37 - 4.45 (m, 1H), 4.10 (dd, J = 6.49, 8.37 Hz, 
1H), 3.94 (dd, J = 12.30, 16.74 Hz, 2H), 3.75 (dd, J = 16.23, 23.23 Hz, 2H), 3.09 - 3.20 (m, 2H), 2.88 - 
3.03 (m, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.59 - 1.75 (m, 3H), 0.92 (dd, J = 6.23, 19.05 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, 
MeOD-d4) δ 174.2, 172.4, 170.0, 169.7, 156.9, 137.7, 136.8, 130.2, 129.7, 127.9, 127.1, 126.0, 124.6, 
115.5, 54.8, 54.4, 50.8, 42.6, 41.8, 40.1, 37.5, 36.3, 24.5, 22.0, 20.5, 20.1 HRMS (ESI+) m/z calcd for 
C29H39N5O7 (M + H)+ 570.2922 found 570.2953 ∆=1.8 mDa 
 224 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(4-F)-Leu-OH (33).  
1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.11 (td, J = 2.70, 8.50 Hz, 2H), 6.99 (tt, J = 2.22, 8.71 Hz, 1H), 6.79 
(td, J = 2.22, 8.71 Hz, 2H), 4.63 - 4.73 (m, 1H), 4.36 - 4.45 (m, 1H), 4.09 (dd, J = 6.49, 8.20 Hz, 1H), 
3.94 (dd, J = 18.11, 19.47 Hz, 2H), 3.76 (dd, J = 16.91, 25.96 Hz, 2H), 3.12 - 3.21 (m, 2H), 2.91 - 3.02 
(m, 2H), 1.59 - 1.75 (m, 3H), 0.92 (dd, J = 6.32, 19.98 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 
174.2, 172.1, 170.1, 169.7, 169.7, 163.1, 160.7, 156.9, 132.8, 130.8, 130.8, 130.1, 124.6, 115.5, 114.7, 
114.5, 54.8, 54.2, 50.8, 42.6, 41.7, 40.1, 36.7, 36.3, 24.6, 21.9, 20.4 HRMS (ESI+) m/z calcd for 
C28H36FN5O7 (M + H)+ 574.2671 found 574.2686 ∆=1.4 mDa 
 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(4-CF3)-Leu-OH (34).  
1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 7.58 (d, J = 8.37 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 8.03 Hz, 2H), 7.11 (td, J = 
2.05, 7.86 Hz, 2H), 6.79 (td, J = 1.88, 8.54 Hz, 2H), 4.76 (dd, J = 4.70, 9.65 Hz, 1H), 4.40 (t, J = 7.34 
Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 6.32, 8.20 Hz, 1H), 3.68 - 4.01 (m, 4H), 2.91 - 3.30 (m, 4H), 1.60 - 1.75 (m, 3H), 
0.93 (dd, J = 6.32, 19.64 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.2, 171.9, 170.2, 169.7, 156.9, 
141.6, 130.2, 129.7, 124.9, 124.5, 115.5, 54.8, 53.8, 50.9, 42.6, 41.7, 40.0, 37.3, 36.2, 24.5, 21.9, 20.3 







1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ 8.15 (td, J = 1.88, 8.71 Hz, 2H), 7.52 (td, J = 2.05, 8.71 Hz, 2H), 
7.11 (td, J = 2.56, 8.54 Hz, 2H), 6.79 (td, J = 2.05, 8.54 Hz, 2H), 4.78 (dd, J = 4.95, 9.39 Hz, 1H), 4.35 
- 4.45 (m, 1H), 4.10 (dd, J = 6.32, 8.20 Hz, 1H), 3.69 - 4.01 (m, J = 15.70, 17.10, 74.00 Hz, 4H), 3.07 - 
3.20 (m, 2H), 2.98 (dd, J = 8.20, 14.18 Hz, 1H), 1.58 - 1.76 (m, 3H), 0.93 (dd, J = 6.15, 19.64 Hz, 
6H)13C NMR (101 MHz, MeOD-d4) δ 174.2, 171.6, 170.1, 169.8, 169.7, 157.0, 147.0, 144.9, 130.3, 
130.1, 124.6, 123.0, 115.5, 54.8, 53.5, 50.8, 42.6, 41.8, 40.0, 37.4, 36.2, 24.5, 21.9, 20.3 HRMS (ESI+) 
m/z calcd for C28H37N6O9 (M + H)+ 601.2616 found 601.2681 ∆=6.5 mDa 
 
H-Tyr-Gly-Gly-Phe(β-Phe)-Leu-OH (36). 
1H NMR (400 MHz ,MeOD-d4) δ = 7.37 - 7.30 (m, 4 H), 7.29 - 7.19 (m, 4 H), 7.19 - 7.10 (m, 4 H), 
6.80 (td, J = 2.9, 8.7 Hz, 2 H), 5.35 (d, J = 11.3 Hz, 1 H), 4.52 (d, J = 11.4 Hz, 1 H), 4.18 (t, J = 7.3 Hz, 
1 H), 4.11 (dd, J = 6.4, 8.3 Hz, 1 H), 3.89 (d, J = 16.2 Hz, 1 H), 3.78 - 3.63 (m, 3 H), 3.20 (dd, J = 6.3, 
14.2 Hz, 1 H), 3.02 (dd, J = 8.2, 14.2 Hz, 1 H), 1.57 - 1.43 (m, 3 H), 0.84 (dd, J = 6.3, 14.9 Hz, 6 H) 13C 
NMR (101 MHz ,MeOD-d4) δ = 173.5, 170.8, 170.1, 169.8, 169.4, 156.9, 140.9, 140.4, 130.2, 128.2, 
128.1, 128.1, 128.0, 126.5, 124.6, 115.5, 55.9, 54.7, 52.8, 50.8, 42.7, 41.7, 40.4, 36.3, 24.3, 21.8, 20.73 




1H NMR (400 MHz ,D2O) δ = 7.41 - 7.35 (m, 2 H), 7.35 - 7.30 (m, 1 H), 7.30 - 7.25 (m, 2 H), 7.18 (td, 
J = 2.2, 8.7 Hz, 1 H), 6.92 (td, J = 1.9, 8.7 Hz, 1 H), 4.75 - 4.68 (m, J = 2.0 Hz, 1 H), 4.43 (q, J = 6.7 
Hz, 2 H), 4.25 (dd, J = 6.5, 8.7 Hz, 1 H), 3.87 (d, J = 3.8 Hz, 1 H), 3.61 (dd, J = 6.0, 13.0 Hz, 1 H), 3.37 
(dd, J = 4.8, 13.0 Hz, 1 H), 3.27 - 3.13 (m, 2 H), 3.12 - 2.97 (m, 2 H), 2.70 - 2.52 (m, 2 H), 2.37 (t, J = 
2.4 Hz, 1 H). 13C NMR (101MHz ,D2O) δ = 175.5, 172.6, 172.2, 172.0, 169.2, 155.2, 136.4, 130.9, 
129.2, 128.8, 127.3, 125.5, 116.0, 80.0, 71.7, 56.7, 54.9, 54.3, 52.8, 52.7, 42.7, 37.5, 35.8, 21.5 HRMS 
(ESI+) m/z calcd for C28H32N8O7 (M + H)+ 593.2467 found 593.2467 ∆=0 mDa IR 2112 cm-1 (C-N3) 
 
H-Tyr-D-Dap(N3)-Gly-D-Pra-OH (43). 
1H NMR (300MHz, D2O) δ = 7.41 - 7.16 (m, 5 H), 7.08 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 
4.65 - 4.64 (m, 1 H), 4.35 (q, J = 5.7 Hz, 1 H), 4.12 (dd, J = 6.8, 8.6 Hz, 1 H), 3.31 - 3.05 (m, 4 H), 3.04 
- 2.81 (m, 2 H), 2.64 - 2.45 (m, 2 H), 2.31 (t, J = 2.6 Hz, 1 H) HRMS (ESI+) m/z calcd for C26H29N7O6 




















 H-Tyr-C[D-Dab(N3)-Gly-Phe-D-Pra]-OH (1,4-triazole) (41). 
. 
Resin was placed in the reaction vessel and was swelled into DCM for 30 min. Meanwhile, a solution 
was degassed with nitrogen for 30 min. After discarding the solvent, CuBr (1 eq) dissolved in 1 mL of 
DMSO was added to the resin, followed by sodium ascorbate (1 eq) dissolved in 1 mL of water, 1,6-
lutidine (10 eq) and DIPEA (10 eq). The reacting mixture was bubbled with nitrogen for 15 more 
minutes, and the reactor was shaken at room temperature overnight or until completion of the reaction. 
Finally, the resin was washed thoroughly with DMSO (3 times), followed by DMF (3 times), then with 
methanol and DCM alternatively. Peptide was cleaved following classical TFA cleavage method 
described in general solid phase peptide synthesis. 1H NMR (400 MHz ,D2O) δ = 7.39 (br. s, 1 H), 7.33 
- 7.27 (m, 2 H), 7.27 - 7.20 (m, 3 H), 7.16 (td, J = 2.7, 8.5 Hz, 1 H), 6.83 (td, J = 2.2, 8.7 Hz, 1 H), 4.83 
(t, J = 3.3 Hz, 1 H), 4.55 (dd, J = 3.4, 15.0 Hz, 1 H), 4.42 (dd, J = 5.4, 9.5 Hz, 1 H), 4.21 (dt, J = 1.2, 
7.9 Hz, 1 H), 3.88 (d, J = 15.4 Hz, 1 H), 3.51 (d, J = 15.4 Hz, 1 H), 3.31 - 3.17 (m, 2 H), 3.17 - 3.11 (m, 
2 H), 3.11 - 2.86 (m, 2 H) 13C NMR (101MHz ,D2O) δ = 175.5, 172.6, 172.2, 172.0, 169.0, 155.2, 
136.2, 130.9, 129.2, 128.9, 128.8, 127.3, 125.5, 120.7, 116.0, 56.7, 54.9, 54.3, 52.8, 52.7, 42.7, 37.5, 
36.4, 35.8 HRMS (ESI+) m/z calcd for C28H32N8O7 (M + H)+ 593.2467 found 593.2470 ∆=0.3 mDa 
 
 228 
H-Tyr-C[D-Dab(N3)-Gly-Phe-D-Pra]-OH (1,5-triazole) (42). 
Dry DMF was added to the resin into a glass microwave reactor, and the solution was bubbled with 
nitrogen for 30 min. Cp*RuCl(COD) (20 % of the resin loading) was then added, and the reacting 
mixture was degassed for an additional 15 min. The reactor was then sealed and put into the microwave 
apparatus and let to react for 2 x 7h at 60 °C, 30 W. After completion, the resin was washed three times 
with a 0.5 % solution of sodium diethylthiocarbamate in DMF, three times with DMF and three times 
with methanol and DCM. Finally, the peptide was released via acidic cleavage methodology. 1H NMR 
(300MHz ,D2O) δ = 7.43 (s, 1 H), 7.35 - 7.18 (m, 5 H), 7.17 - 7.07 (m, 2 H), 6.90 - 6.79 (m, 2 H), 4.96 - 
4.88 (m, 2 H), 4.63 - 4.62 (m, 1 H), 4.29 - 4.03 (m, 2 H), 4.01 (d, J = 8.1 Hz, 0 H), 4.03 - 3.96 (m, 1 H), 
3.66 (d, J = 14.1 Hz, 1 H), 3.26 - 3.05 (m, 4 H), 3.04 - 2.84 (m, 2 H) HRMS (ESI+) m/z calcd for 















H-Tyr-C[D-Dab(N3)-Phe-D-Pra]-OH (1,5-triazole) (45). 
 
Compound was synthesized following the same methodology as compound 44. 1H NMR (300MHz , 
D2O) δ = 7.61 (s, 1 H), 7.38 - 7.00 (m, 7 H), 6.97 - 6.65 (m, 2 H), 4.62 - 3.96 (m, 4 H), 3.59 - 2.57 (m, 6 
H) 13C NMR (101MHz ,D2O) δ = 174.0, 173.2, 163.2, 162.8, 155.3, 155.2, 133.5, 130.9, 130.9, 129.1, 
128.7, 127.4, 125.6, 114.9, 55.0, 54.7, 54.2, 53.8, 37.1, 36.2, 34.5 HRMS (ESI+) m/z calcd for 
C26H29N7O6 (M + H)+ 536.2252 found 536.2371 ∆=11.9 mDa 
 
H-Tyr-D-Cys-Gly-Phe-Leu-OH (55). 
Peptide was synthesized following general solid phase peptide synthesis protocol. During D-Cystéine 
coupling, DIC (3 eq) was used in place of HATU to limit racemization. For the cleaving step, 
thioanisole and EDT were added to the mixture.  1H NMR (300 MHz, CD3OD-d4) δ (ppm) 7.30-7.19 
(m, 5H), 7.15 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.74 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.5 Hz), 4.43-4.34 
(m, 2H), 4.15 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.83-3.75 (m, 2H), 3.22-3.13 (m, 2H), 3.08-2.95 (m, 2H), 2.76, 2.74 
(m, 2H), 1.70-1.62 (m, 3H), 0.93 (dd, 6H, J = 6.0 and 15.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD-d4) δ 
(ppm) 174.2, 172.3, 171.1, 169.5, 169.3, 156.9, 136.8, 130.2, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.4, 56.7, 
54.6, 54.1, 50.8, 41.8, 39.9, 37.5, 36.4, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl) ν (cm-1) 3355-2606 (br), 3033, 
















Tosyloxy-1-pentanol (59).  
1,5-Pentanediol (4.0 g, 40 mmol), ptoluenesulfonyl chloride (7.3 g, 42 mmol), and pyridine (3.9 mL, 50 
mmol) were dissolved in DCM (20 mL), and the resulting solution was stirred overnight at room 
temperature. The reaction mixture was diluted with DCM and washed three times with water. The organic 
layer was dried with MgSO4, and the solvent was removed in vacuo. The crude mixture was suspended 
in methanol to precipitate pentane di(p-toluenesulfonate). The white solid was removed by filtration, and 
the filtrate was concentrated in vacuo. The resulting crude product was purified by liquid chromatography 
on silica gel using a gradient of hexane and ethyl acetate (40:60). 1H NMR (300MHz, CDCl3-d): δ (ppm) 
7.80-7.83 (d, 2H, J = 9Hz), 7.36-7.39 (d, 2H, J = 9Hz), 4.04-4.08 (t, 2H, 6Hz), 3.60-3.63( t, 2H, 6Hz), 
2.48 (s, 3H), 1.71-1.74 (m, 2H), 1.52-1.55 (m, 2H), 1.42-1.44 (m, 2H). 
 
(5-Fluoropentyl) tosylate (60).  
5-Tosyloxy-1-pentanol (1g, 3.87 mmol) and diethylaminosulfur trifluoride (DAST) (2.6 mL, 19.4 
mmol) were dissolved in DCM (20 mL) at 0 °C, and the resulting solution was allowed to gradually 
reach room temperature with stirring over 4 h. The reaction mixture was diluted with DCM (100 mL) 
and washed with brine (100 mL × 1) and twice with water (100 mL × 2). The organic layer was dried 
with MgSO4, and the solvent was removed in vacuo. The product was purified by liquid 
chromatography on silica gel using petrol ether and ethyl acetate (90:10), to give the title compound as 
colorless oil in 70% yield. 1HNMR ( 300MHz, CDCl3-d ): δ (ppm) 7.81-7.84 (d, 2H, J = 9Hz), 7.37-
7.40 (d, 2H, J = 9Hz), 4.49-4.53 (t, 1H, 6Hz), 4.33-4.37( t, 1H, 6Hz), 4.05-4.09 (t,2H, J = 6Hz), 2.4 (s, 
3H), 1.70-1.76 (m, 4H), 1.29-1.50 (m, 2H). 
 
General Protocol for Alkylation of Unprotected D-Cys2 Leu5 enkephaline.  
In the 5mL vessel including D-Cys2 Leu5 Enkephaline (1) (10 mg) were added tetramethylguanidine (4eq) 
and alkylhalide (3eq or 5eq) in the lowest amount ACN. The mixture was heated at 40 ͦ C and stirred 
under inert gas. The progress of reactions were controlled with HPLC after 10-20 min. Then, 1mL water 
was added and the solution was frozen and lypophilized. The peptides were purified using Biotage and 
the fractions with purities more than 95% or higher were combined, frozen and lyophilized. 
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D-Cys (CH2H2F)2 Leu5 enkephaline (56).  
The title peptide was obtained as a white solid (9.15mg, 85%).1H NMR ( 300MHz, CH3OD-d4 ): δ (ppm) 
7.20-7.33 (m, 5H), 7.15-7.18 (d, 2H, J = 6Hz), 6.80-6.83 (d, 2H, J = 6Hz), 4.71-4.77 (m, 2H), 4.48-4.68 
(dt, 2H, JFH = 48Hz, J12 = 6Hz), 4.37-4.42 (m, 1H), 4.11-4.21 (m, 1H), 3.69-3.84 (m, 2H), 3.15-3.25 (m, 
2H), 2.88-3.02 (m, 4H), 2.73-2.85 (m, 2H), 1.59-1.74 (m, 3H), 0.91-0.97 (dd, 6H, J = 12Hz, 6Hz). 13C 
NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 173.94, 156.54, 137.72, 130.55, 129.24, 128.03, 115.29, 83.36, 
40.14, 39.93, 39.73, 39.52, 39.31, 39.10, 38.89, 31.10, 22.87, 21.37. HRMS calcd for C31H42FN5O7S: 
647.7, found: 649.2 ∆=11.9 mDa 
 
D-Cys (CH2CH2CH2F)2 Leu5 enkephaline (57).  
The title peptide was obtained as a white solid (8.79 mg, 80 %). 1H NMR ( 300MHz, CH3OD-d4 ): δ 
(ppm) 7.19-7.34 (m, 5H), 7.15-7.17 (d, 2H, J = 6Hz), 6.80-6.82 (d, 2H, J = 6Hz), 4.71-4.78 (m, 2H), 4.45-
4.61 (dt, 2H, JFH = 48Hz, J12 = 6Hz), 4.34-4.40 (m, 1H), 4.11-4.25 (m, 2H), 3.14-3.25 (m, 2H), 2.85-3.07 
(m, 4H), 2.63-2.73 (bt, 2H), 1.89-2.05 (m, 2H), 1.59-1.73 (m, 3H), 0.89-0.98 (dd, 6H, J = 12Hz, 6Hz). 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 173.93, 171.14, 169.80, 168.03, 156.55, 137.71, 130.55, 
129.24, 128.02, 126.28, 115.27, 83.23, 81.61, 53.62, 50.34, 40.14, 39.93, 39.73, 39.52, 39.31, 39.10, 
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38.89, 29.80, 29.60, 26.88, 24.30, 22.87, 21.37. HRMS calculated for C32H44FN5O7S: 661.3, found: 
663.1.  
 
3.5.3 D-Cys (CH2H2CH2CH2CH2F)2 Leu5 enkephaline (58).  
 
The title peptide was obtained as a white solid (6.88 mg, 60 %).1H NMR ( 400 MHz, DMSO-d6 ): δ 
(ppm) 9.32-9.34 (bs, 1H), 8.71-8.76 (bd, 1H), 8.42-8.46 (m, 1H), 8.29-8.34 (bd, 1H), 8.04-8.06 (d, 1H, J 
= 8Hz), 7.15-7.27 (m, 5H), 7.06-7.08 (bd, 2H), 6.68-6.71 (bd, 2H), 4.34-4.49 (dt, 2H, JFH = 48Hz, J12 = 
6Hz), 4.17-4.24 (m. 1H), 3.96-3.97 (m, 1H), 3.64-3.71 (m, 2H), 2.96-3.06 (m, 2H), 2.67-2.81 (m, 3H), 
1.59-1.65 (m, 3H), 1.51-1.54 (m, 4H), 1.39-1.51 (m, 2H), 0.89-0.91 (d, J= 6.4Hz, 3H), 0.84-0.95 (d, J= 
6.4Hz, 3H).13C NMR (101 MHz, DMSO) δ (ppm):173.95, 171.11, 168.05, 137.72, 130.53, 129.24, 
128.02, 117.99, 115.25, 110.29, 84.50, 82.89,  30.97, 29.48, 28.44, 23.98, 22.87, 21.38. HRMS calculated 
for C34H48FN5O7S: 689.3, found: 691.0.  
 
2-bromoethyl 4-methylbenzenesulfonate (61) 
To a solution of 2-Bromoethanol (1,00 g; 8.02 mmol; 1.00eq) in pyridine (3.30 mL) at 0 °C, was added 
potionwise p-toluenesulfonyl chloride (7.3 g, 42 mmol), and the reacting mixture was stirred at RT for 




















The organic layer was dried with MgSO4, and the solvent was removed in vacuo. The crude mixture was 
suspended in methanol to precipitate pentane di(p-toluenesulfonate). The white solid was removed by 
filtration, and the filtrate was concentrated in vacuo. The resulting crude product was purified by liquid 
chromatography on silica gel using a gradient of hexane and ethyl acetate (30:70), to give the title 
compound as a transparent oil (2.01 g; 90%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3-d) δ = 7.88 - 7.78 (m, 2 H), 
7.44 - 7.34 (m, 2 H), 4.31 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 3.50 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 2.48 (s, 3 H) HRMS (ESI+) m/z 
calcd for C9H11BrO3S (M + H)+ 277.9612 found 277.9618 ∆=0.6 mDa 
 
2-Fluoroethyl 4-methylbenzenesulfonate (68).  
 Tosyl chloride was added in four portions to a solution of 2-fluoroethanol (5.0 g; 78.1 mmol; 1 eq) in 
pyridine (25 mL) at room temperature. After 16 h of stirring at RT, the reacting mixture was 
concentrated over vacuum. The remaining residue was then dissolved in 1N HCl (50 mL) and extracted 
three times with chloroform (3x 50 mL). The organic layers were then gathered and dried over MgSO4 
and concentrated in vacuo. The crude product was finally purified via flash chromatography using 
30/70 EtOAc/hexane eluant, to yield the title compound (9 g, 53 %). 1H NMR (400MHz , CDCl3-d) δ = 
7.81 (td, J = 1.9, 8.4 Hz, 2 H), 7.38 - 7.33 (m, 2 H), 4.65 - 4.61 (m, 1 H), 4.53 - 4.49 (m, 1 H), 4.32 - 
4.28 (m, 1 H), 4.25 - 4.21 (m, 1 H), 2.45 (s, 3 H) 13C NMR (101MHz ,CDCl3-d) δ = 145.3, 132.7, 




 To a solution of aniline (50 mg; 0.54 mmol; 1 eq) in DMF (2 mL) was added sodium hydride (13 mg; 
0.54 mmol; 1 eq) at RT. 2-fluoroethyl 4-methylbenzenesulfonate (117 mg; 0.54 mmol; 1 eq) was then 
added at RT, and the reacting mixture was stirred at RT for 16 h. Water (10 mL) was then added, and 
the organic phase was extracted with EtOAc (3x10 mL). The organic layers were then gathered and 
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dried over MgSO4, before being evaporated to dryness over vacuum. The crude residue was then 
purified by normal phase flash chromatography with a Hexane/EtOAc (100/0 to 20/80) gradient, to give 
the title compound as an orange oil (35 mg, 46 %). 1H NMR (400MHz, CDCl3-d) δ = 7.25 - 7.16 (m, 2 
H), 6.79 - 6.72 (m, 1 H), 6.68 - 6.61 (m, 2 H), 4.69 (t, J = 5.0 Hz, 1 H), 4.57 (t, J = 4.8 Hz, 1 H), 3.98 
(br. s., 1 H), 3.45 (td, J = 4.8, 26.5 Hz, 2 H) 13C NMR (101MHz ,CDCl3-d) δ = 147.7, 129.5, 118.2, 
113.3, 83.4, 44.4 HRMS (ESI+) calculated for C8H10FN: 140,087 found: 140,0917 ∆=4.7 mDa 
  
Radiochemistry. 
Aqueous [18F]fluoride was pumped from the cyclotron reactor and trapped on a QMA cartridge (30 mg) 
(previously conditioned with 2x10 mL 1M Na2CO3 and 10 mL water). MeCN (2 mL) was eluted throught 
the column to elimininate residual water, and the reactor was dried by a nitrogen flow (10 psi) for 1:45 
min. The fluoride was then transferred to the reactor by eluting the QMA with a solution of TEAB (1 mL; 
10 mg/mL). The reactor was dried again by heating at 150 °C for 6:30 min, or until upper temperature 
probe climb to 90 °C. The reactor was cooled down to 30 °C with an external flow of compressed air. 
Ethylene sulfite (25 µL in 1 mL MeCN) was then added to the reacting mixture, and this was heated at 
105 °C for 21 min. The reaction mixture was cooled down to 30 °C, and the solution was passed throught 
a QMA light cartridge and transferred to a second reaction vial containing triflic anhydride (90 µL). 
MeCN (0.5 mL) was passed throught the previous QMA cartridge to recover remaining solution wich 
may have been trapped. This solution was bubled with nitrogen for 1 min, and transferred to the harvest 
vial via a alumina N cartridge (280 mg). Then, the obtained solution can be reacted with the ligand to 
label. 
 
Cell culture.  
 
HEK293 (Human embryonic kidney) cells stably expressing the mouse DOP or MOP-obtained from Dr 
Richards Howells (New Jersey Medical School, Newark, NJ, USA)- were grown at 37 °C in DMEM 
supplemented with 10 % fetal bovine serum and 10 IU penicillin, 100 mg/L streptomycin and 2 mM 
glutamine. Plasmid was retained by adding 250 mg/L geneticin in media for routinely passing. Cells 





Competitive Binding Assays.  
 
We evaluated the affinity (IC50) of the different compound for DOP or MOP using membrane extracts 
from stable HEK293 cells. HEH293 cells grown to confluence in 150 mm Petri dishes, were frozen at -
80 °C until use. On the day of the experiment, the cells were submitted to a heat shock by placing the 
petri dishes at 37 °C for 60 sec before returning to ice. The cells were the n harvested in ice-cold buffer 
A (tris-HCl 20 mM, MgCl2 5 mM, NaCl 150 mM, PH 7.4) using a cell scraper anf centrifuged at 3200 
g for 15 min at 4 °C. The pellet containing the membrane extract was resuspended in 1 mL of buffer A. 
The protein concentration was determined with Bio-Rad DCTM Protein Assay reagents (Bio-Rad 
Laboratories, Mississauga, ON, Canada) and the pellet was further diluted in buffer A containing 0.01 
% BSA and 0.01 % bacitracin and distributed in 96 wells plate. [125I]-Deltorphin I (specific activity: 
~943 Ci/mmol) or [125I]-DAMGO (specific activity: ~943 Ci/mmol) was used to determine the binding 
affinity of the compounds in a competitive binding assay on Delta Opioid receptor or Mu opioid 
receptor respectively. Experiments wer performed using a membrane concentration of 10-20 µg of 
proteins/mL and 200000 cpm of the radiolabeled ligand. Non specific binding was determined using 10 
µM non–radioactive deltorphin II or DAMGO. Incubations were performed for 60 min at 37 °C with 
increasing concentration of compound ranging from 10 µM to 1 pM, and the reaction was stopped by 
filtration using ice-cold buffer A on filtered 96-well plates. Filters were placed in 5 mL tubes, and the 
radioactivity was determined using a Wizard2 Automatic Gamma Counter (PerkinElmer Canada). Data 
were analyzed using a non-linear fitting analysis, and the EC50 values were determined using GraphPad 
Prism 7.0 EC50 are expressed as the mean +/- S.E.M. from 3 independent experiments, each performed 
in duplicate.  
 
BRET signaling.  
 
HEK293 cells were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS, 100 IU/mL penicillin, and 100 
μg/mL streptomycin at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere. The day prior to transfection, 
cultured cells were washed with PBS at room temperature, trypsinized, and seeded at 3,000,000 cells in 
a 10-cm Petri dish. For Rluc2-EPAC-GFP10 transfection, 3000 ng of pcDNA3-3HA-ratMOP with 150 
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ng of Rluc2-EPAC-GPF10 or 6000 ng of pcDNA3-Flag-ratDOP with 600 ng of Rluc2-EPAC-GPF10 
was added to 600 μL of 150 mM NaCl containing 27 μg of PEI and ssDNA was added to complement 
to 9 μg the total amount of DNA. For Arr2-GFP10 / receptor-Rluc2 transfection, 600 ng of pcDNA3-
3HA-ratMOP-Rluc2 or pcDNA3-Flag-ratDOP-Rluc2 with 12000 ng Arr2-GFP10 was added to 600 µl 
of 150 mM NaCl containing 37,8 µg PEI. The mixture was incubated for 20 min before being added to 
the cultured cells. At 24 h post-transfection, cells were washed with PBS, trypsinized and plated in 96-
well white plates (75,000 cells/well) and left for another 24 h. The cells were then equilibrated at room 
temperature for at least 1 h with 70 µL stimulation buffer (10 mM Hepes, 1 mM CaCl2, 0.5 mM 
MgCl2, 4.2 mM KCl, 146 mM NaCl, 5.5 mM glucose, pH 7.4). Coelenterazine 400A (a Rluc2 
substrate) was added to a final concentration of 5 μM, 10 min before stimulation. For the EPAC assay, 
cells were first stimulated with 3 μM forskolin to increase cAMP. Cells were stimulated with ligand 
ranging from 10µM to 1pM and incubated for 10 min prior to signal acquisition. BRET2 signals were 
measured using a TECAN M1000 fluorescence reader (TECAN, Grödig, Austria). RLuc2 and GFP10 
emissions were collected in the 400–450 nm window (RLuc2) and 500 to 550 nm window (GFP10). 
The BRET2 signal was calculated as the ratio of light emitted by the acceptor GFP10 over the light 
emitted by the donor RLuc2. For each assay, data were normalized as percentage of the maximal 
deltorphin II (DOP) or DAMGO (MOP) response. All data were analyzed using the nonlinear curve 
fitting equations in GraphPad Prism (v7.0; GraphPad Software, La Jolla, CA) to estimate the 
pEC50 values of the curves for the different pathways. Results are expressed as the mean ± SEM. from 5 
(DOP) or 4 (MOP) independent experiments, each performed in triplicate. Statistical analysis was 
performed with. ***, p ˂ 0.001; One-way ANOVA followed by Tuckey’s multiple comparison test.  
 
Molecular modelisation.  
 
Calculations were carried on Molecular Operating Environment (MOE),266  using the structure of 1.8 Å 
human d-(PDB 4N6H)122 opioid 7TM receptor as template. The receptor was first prepared using the 
“structure preparation tool”, to fix the constitutive errors and correct the protonation states 
(Protonate3D). The different peptides were drawn into the receptor and starting from the native ligand 
(Natrindole), with the help of the “builder” tool. The obtained ligand was then docked into the receptor, 
using the general docking protocol of MOE (Receptor: Receptor+Solvent; Site: Ligand Atoms; Ligand: 
Ligand Atoms). First, conformation of the ligand backbone was kept fixed (“no rotation”).” Triangle 
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Matcher” (Timeout: 300 s; Returned poses: 1000) was used as placement method and scored with 
“London dG algorithm” (30 poses). The different poses were refined on the rigid receptor using 
“GBVI/WSA dG” algorithm (5 poses). The best pose was then selected manually, based on the best 
docking score, and by the presence of important the essentials interactions between the Phenolic ring 
and His 278 via two water bridges, and ammonium with Asp 128. The complex was then minimized 
with Amber10: EHT forcefield before prior optimization. In the second step, the previously chosen pose 
was kept rigid (select none), and was placed using “Triangle matcher” (Timeout: 300 s; Returned poses: 
1000) and scored with London dG (30 poses). Refinement was done using “Induced Fit” (Cutoff: 15 A; 
Side Chains: Tether: 10; Termination Criterion: Gradient 0.01, Iterations 500), scored with “GBVI/WSA 
dG” (5 poses). Once again, best pose was selected via it docking score and the presence of essentials 
interactions with the receptor for biological activity. 
 
Partition coefficient (logD7.4) determination.  
 
The determination of the distribution coefficient (logD) was performed using a modified version of the 
shake flask method. Before the experiment, octanol and phosphate buffer (PBS pH 7.4) were mixed 
together for 24 h to allow saturation of each solution. The mixture was allowed to rest, and the phases 
were separated and used as solvents in the coefficient measurement. Each peptide (0.1 mg) was placed 
in a vial to witch saturated PBS (1 mL) and octanol (0.5 mL) were added. The vial was then shaken 
mechanically for 10 min. The mixture was allowed to rest for 30 min or until phase separation was 
completed. Aliquots of both phases were taken and injected in an HPLC instrument (10 µl of each 
aliquot was injected in an Agilent 1100 series HPLC, column: Agilent Eclipse Plus C-18 column, 50 
mm X 3.0 mm, 1.8 µm; solvent A, 0.1% TFA in water; solvent B, 0.1% TFA in Acetonitrile; 10-90% B 
in A over 60 min; flow rate, 0.4 mL/min; UV detection at 210 nm). The retention time of each peptide 
was already known from the HPLC purity analysis of each peptide. The octanol peak did not interfere 
with the experiment. The area under the curve (AUC) of the corresponding peak was integrated for each 
phase injected. The logD for each peptide was calculated as follows: logD7.4=log10 (AUC octanol 








 Plasma was prepared from two male Sprague−Dawley rats (300−350 g; Charles River Laboratories, St-
Constant, QC, Canada). All animal procedures were approved by the Ethical Committee for Animal 
Care and Experimentation of the Université de Sherbrooke (protocol #234-14) and were performed in 
accordance to the regulations of the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Briefly, rats were 
anesthetized with isoflurane (3% isoflurane with 97% medical air) and exsanguinated using an 18G-
11/2 needle connected to a vacutainer containing EDTA. The blood was rapidly transferred to 1.5 mL 
tubes and centrifuged at 1600 g for 15 min at 4°C. The plasma was then stored at −80°C in 500 μL 
aliquots until use. The stability of Leu-enkephalin and its analogue was determined in plasma diluted to 
50% with saline. Therefore, plasma (25 μL) was incubated at 37°C for 15 min before the addition of the 
peptide solution (25 μL of a 100 μM isotonic sodium chloride solution; 0.9% w/v). At each indicated 
time point (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180, 240 min), the aliquot was quenched with 100 µL of a 
methanol solution containing 20 µM Fmoc-Leu-OH as an internal standard. The resulting solutions 
were centrifuged at 13 000 rpm for 15 min at 4°C on tubes equipped with 0.2 µM PVDF centrifugal 
filters (Canadian Life Science, Peterborough, ON, Canada). A volume of 5 µL of the resulting 
supernatant was analyzed on an analytical Water H Class Acquity UPLC coupled with a SQ detector 2 
and a PDA eλ detector (200 to 400 nm) and paired with an Acquity UPLC CSH C18 column, 1.7 µM, 
2.1 Å ~ 50 mm, flow 0.8 mL/min, starting with 0.1% formic acid in water, then to 95% acetonitrile 
containing 0.1%  formic acid in 1.3 min. Area under the curve of the peak corresponding to the 
extracted mass chromatogram was then measured for both the peptides and the internal standard on the 
total ion current (T.I.C.) chromatogram and were used for quantification (using the ratio 
peptide/standard). Values were reported over the 0 min incubation time point to determine the half-life 





















































































 (S)-methyl 2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(3,5-dichlorophenyl)propanoate (19) 
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(S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(3,5-dichlorophenyl)propanoic acid (20)   
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H-Tyr-D-Dpa(N3)-Gly-Phe-D-Pra-OH (40).  
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2-bromoethyl 4-methylbenzenesulfonate (61) 
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La pureté de toutes les fractions a été analysée en utilisant une HPLC analytique Agilent 1100 series, 
détection à 210 nm, avec une colonne Agilent Eclipse XDB 5 μm 4.6.0 x 100 mm C18 et un gradient 
d’acétonitrile (0,1 % TFA) dans une solution aqueuse (0,1 % TFA) (de10 % à 70 %) en 50 min, et un 
débit de 1ml/min; Les chromatogrammes ont été comparés à l’injection d’un blanc afin de déterminer les 
impuretés. Pour les composes, la pureté était supérieure ou égale à 96 %.  
 
Tableau A3.1. HPLC des peptides 2-8. 
 
Entrée Pureté (%) Temps de rétention (min) 
2 97 22,06 
3 100 25,85 
4 98 23,75 
5 100 26,43 
6 96 24,99 
7 96 24,46 
8 97 25,53 




































































Tableau A3.2. HPLC des peptides 22-36. 
 
Entrée Pureté (%) Temps de rétention (min) 
22 100 % 27,15 
23 100 % 25,27 
24  98 % 24,11 
25 99 % 29,68 
26 98 % 26,70 
27 99 % 28,41 
28 97 % 24,84 
29 100 % 29,45 
30 98 % 27,02 
31 100 % 27,90 
32 99 % 25,55 
33 99 % 24,01 
34 99 % 28,41 
35 98 % 24,06 













Peptide 22 : 
 





Peptide 24 : 
  
 




Peptide 26 : 
 
 




Peptide 28 : 
 
 




Peptide 30 : 
 





Peptide 32 : 
 
 




Peptide 34 : 
 
 





Peptide 36 : 
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Tableau A3.3. HPLC des peptides 40-43 et 45. 
 
Entrée Pureté (%) Temps de rétention (min) 
40 97 24,21 
41 97 18,69 
42 96 13,70 
43 99 26,19 
45 96 12,69 
 




Peptide 41 : 
 




Peptide 43 : 
 
Peptide 45 : 
 
